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1. Zusammenfassung 
Die Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum PHH1 wird durch die Expression der p-vac Region 
vermittelt. Sie besteht aus zwei entgegengesetzt orientierten Genclustern gvpACNO und 
gvpDEFGHIJKLM. Als Strukturproteine der Gasvesikel wurden GvpA und GvpC identifiziert. 
GvpA bildet über Multimerisierung die gaspermeable Hülle, die von GvpC an der Außenseite 
stabilisiert wird. GvpA, F, G, J, K, L, M und O sind für die Bildung von Gasvesikeln essentiell. 
Die Gene gvpFGHIJKLM werden in der frühen, exponentiellen Wachstumsphase und vor dem 
Sichtbarwerden von bikonischen Proteinaggregaten, den Vorläuferstrukturen der Gasvesikel, 
transkribiert. Daher geht man davon aus, dass die entsprechenden Genprodukte bei der 
Initation der Gasvesikelbildung eine Rolle spielen. Die genaue Funktion dieser sogenannten 
akzessorischen Gasvesikelproteine ist jedoch noch unklar. 
In dieser Arbeit wurde die Rolle der akzessorischen Gasvesikelproteine GvpF, G, H, I, J, K, L 
und M bei der Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum PHH1 untersucht. Dabei lag der 
Schwerpunkt auf der Analyse der Protein-Protein-Interaktionen und des Aggregations-
verhaltens der Gasvesikelproteine. 
Zunächst wurde der Effekt einer Überproduktion eines einzelnen Gasvesikelproteins in p-vac-
Transformanten analysiert. Zur Überproduktion wurde dabei der Expressionsvektor pJAS35 
verwendet, der den inserierten gvp-Leserahmen unter Kontrolle des starken Ferredoxin-
Promotors exprimiert. Die Überproduktion von GvpG, H oder M führte zu einer Inhibition der 
Gasvesikelbildung, während erhöhte Mengen von GvpF, I, J, K oder L keinen Effekt hatten. 
Eine mögliche Erklärung für die reduzierte Gasvesikelbildung in p-vac +pGex-, +pHex- oder 
+pMex-Transformanten ist, dass die großen Mengen von GvpG, H oder M mit anderen, nur in 
geringer Menge vorhandenen, essentiellen Gasvesikelproteinen interagieren und diese dann 
nicht mehr für die Gasvesikelbildung zur Verfügung stehen. Die Überproduktion von 
mehreren akzessorischen Gasvesikelproteinen stört die Gasvesikelsynthese dagegen nicht, wie 
der Vac positive Phänotyp von p-vac +pGHIJKLMex-Transformanten zeigte. Offenbar muss die 
relative Menge bestimmter, akzessorischer Gasvesikelproteine zueinander in einem 
bestimmten Verhältnis stehen, um eine intakte Gasvesikelbildung zu gewährleisten.  
Am Beispiel von GvpM wurde getestet, ob die gleichzeitige Produktion ähnlich großer Mengen 
eines weiteren einzelnen Gasvesikelproteins in der Lage ist, die inhibitorische Wirkung von 
GvpM zu kompensieren. Hierfür wurden p-vac +pGMex-, +pHMex-, +pJMex- und +pLMex-
Transformanten hergestellt und bezüglich der Bildung von Gasvesikeln untersucht. Die 
inhibitorische Wirkung großer Mengen von GvpM auf die Gasvesikelbildung kann durch 
vergleichbar große Mengen von GvpH, GvpJ oder GvpL neutralisiert werden, jedoch nicht 
durch vergleichbar große Mengen von GvpG. Eine intakte Gasvesikelbildung setzt also ein 
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balanciertes Mengenverhältnis von GvpM zu GvpH, GvpJ oder GvpL voraus. Die Western-
Analysen mit pHMex und pJMex zeigten bei Verwendung eines Antiserums gegen GvpH bzw. 
GvpJ neben dem Protein-Monomer zusätzlich größere Proteinbanden. Dies lässt eine 
Multimerisierung in Gegenwart von GvpM bzw. eine Interaktion mit GvpM vermuten. Mittels 
Ni-NTA-Affinitätschromatographie konnte eine Interaktion zwischen GvpHHis und GvpM, 
GvpLHis und GvpM sowie GvpMHis und GvpJ in vitro mit in Hochsalz rückgefalteten GvpHis-
Proteinen nachgewiesen werden, nicht jedoch zwischen GvpMHis und GvpG.  
In dieser Arbeit wurden auch die Aggregationen von Gasvesikelproteinen in vivo durch Fusion 
mit einer speziell an Hochsalzbedingungen adaptierten GFP-Variante detektiert. Bei GvpMGFP 
wurden fluoreszierende Punkte in der Zelle beobachtet, was die starke Aggregation von GvpM 
unterstreicht. Bei GvpHGFP zeigte sich, dass dieses normalerweise lösliche Protein in 
Gegenwart der p-vac-Proteine in Aggregaten vorliegt. 
Für GvpM-GvpH und GvpM-GvpL konnte die Interaktion dieser Proteinpaare mit den 
entsprechenden GFP-Varianten direkt in vivo nachgewiesen werden. Die Interaktion von 
GvpM und GvpH führt offenbar dazu, dass GvpMGFP keine detektierbaren Aggregate mehr 
bildet. In Gegenwart von GvpL sind weiterhin GvpM-Aggregate vorhanden und GvpL ist in 
diese Aggregate integriert. Möglich wäre, dass diese Interaktionen zur Bildung eines 
Initiationskomplexes führen, der zur Gasvesikelbildung benötigt wird. Sowohl GvpH als auch 
GvpL kompensieren, vermutlich durch Interaktion mit GvpM, die inhibitorische Wirkung 
großer Mengen von GvpM auf die Gasvesikelbildung, jedoch durch unterschiedliche 
Mechanismen. 
Im letzten Teil dieser Arbeit wurden GvpM-Mutanten und ihr Einfluss auf die 
Gasvesikelbildung untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass vor allem hydrophobe 
Aminosäuren im N-terminalen und mittleren Bereich des Proteins für dessen Funktion 
essentiell sind. Da keine der Mutationen die Morphologie der Gasvesikel veränderte, ist GvpM 
wahrscheinlich nicht an der Formgebung der Gasvesikel beteiligt, sondern spielt bei der 
Initation der Gasvesikelbildung eine wichtige Rolle. 
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Ein Teil der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde bereits publiziert: 
 
Tavlaridou, S., Faist, K., Weitzel, K.,Pfeifer, F. (2013). 
Effect of an overexpression of accessory Gvp proteins on gas vesicle formation in Haloferax 
volcanii. Extremophiles 17, 277-287. 
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2. Einleitung 
Die Domäne der Archaea wurde nach ihrer Entdeckung anhand 16S rRNA-Analysen 
phylogenetisch in 2 Gruppen eingeteilt: die Euryarchaeota und die Crenarchaeota (Woese & 
Fox, 1977; Woese, 1987; Woese et al., 1990). Nach heutigem Kenntnisstand existiert jedoch 
mindestens noch ein drittes Phylum: die Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008; 
Spang et al., 2010). Archaea sind ubiquitär verbreitet und machen mehr als 20% der 
Biomasse aus (DeLong & Pace, 2001). Bemerkenswert ist allerdings, dass viele ihrer Vertreter 
an besonders extremen Standorten zu finden sind, z.B. Habitate mit extremen Temperaturen, 
extremen pH-Werten oder mit hohem osmotischen Druck (bis zu 30% Salzgehalt im 
umgebenden Medium). Innerhalb der drei verschiedenen Phyla sind die Euryarchaeota bei 
den Archaea die diverseste Gruppe. Zu dieser Gruppe gehören unter anderem die Methanogen 
sowie die halophilen Archaea (Haloarchaea). Die halophilen Vertreter besiedeln äußerst 
salzhaltige Umgebungen wie natürliche Salzseen oder künstlich angelegte Meersalzsalinen. 
Zu den Crenarcheota gehören Organismen, die entweder an extreme Hitze oder extreme Kälte 
adaptiert sind. Viele Vertreter dieser Gruppe finden sich aber auch in marinen Systemen. 
Thaumarchaeota wurden bisher in nahezu jedem mesophilen Habitat nachgewiesen, inklusive 
im Boden und in aquatischen Systemen. Alle bisher näher charakterisierten Vertreter dieses 
Phylums sind autotrophe Nitrifizierer und übernehmen damit eine essentielle Rolle im 
Stickstoff- und Kohlenstoffkreislauf (Könneke et al., 2005; Walker et al., 2010).  
Wesentliche phänotypische Unterscheidungsmerkmale gegenüber den Domänen Bacteria und 
Eukarya bestehen bei Archaea im Aufbau der Zellwand sowie der Zytoplasmamembran. Bei 
Bacteria ist die Zellwand aus Peptidoglykan, einem Hetereopolymer aus Polysacchariden 
(NAG=N-Acetylglucosamin, NAM=N-Acetylmuraminsäure) und Peptiden aufgebaut. Die 
archaeale Zellwand ist dagegen, abhängig von der Spezies, sehr unterschiedlich aufgebaut 
und besteht entweder aus Pseudopeptidoglykan, Polysacchariden, Glykoproteinen oder 
Proteinen (Kandler & König, 1998). Bakterielle bzw. eukaryotische Membranen sind aus 
Fettsäureesterlipiden aufgebaut. Die Zellmembran der Archaea besteht dagegen aus 
Phytanyletherlipiden (Woese et al., 1978).  
Im Aufbau des Genoms sowie im zentralen Metabolismus ähneln Archaea den Bacteria 
(Rivera et al., 1998). Auf der Ebene molekularbiologischer Prozesse wie Transkription und 
Translation sowie DNA-Replikation finden sich dagegen mehr Gemeinsamkeiten mit Eukarya 
als mit Bacteria (Huet et al., 1983; Dennis, 1997; Bell & Jackson, 2001; Bell et al., 2001; 
Grabowski & Kelman, 2003). Die archaeale Genexpression stellt sozusagen eine vereinfachte 
Version des eukaryotischen Transkriptionssystems dar (Bell et al., 1999a, b; Geiduschek & 
Ouhammouch, 2005). Die RNA-Polymerase der Archaea ähnelt in ihrem Aufbau aus 12 
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Untereinheiten der eukaryotischen RNA-Polymerase II (Langer et al., 1995; Bell & Jackson, 
1998; Bell & Jackson, 2001; Armache et al., 2003). Zur Erkennung unterschiedlicher 
Promotorstrukturen benötigen die archaeale und die eukaryotische RNA-Polymerase 
spezifische Transkriptionsfaktoren, während bei Bacteria Sigmafaktoren diese Aufgabe 
übernehmen. Bei Archaea existieren drei generelle Transkriptionsfaktoren: das TATA-Box-
Bindeprotein (TBP), der Transkriptionsfaktor B (TFB) sowie der Transkriptionsfaktor E (TFE) 
(Hausner & Thomm, 1993; Bell & Jackson, 2001). Die meisten Archaea besitzen nur eine 
Kopie des tbp-Gens und mehrere Kopien des tfb-Gens. Haloarchaea besitzen jedoch mehrere 
Kopien beider Gene (Ng et al., 2000; Pfeiffer et al., 2008). So besitzt Halobacterium 
salinarum (im Folgenden: Hbt. salinarum) bis zu acht verschiedene tfb- und sechs 
verschiedene tbp-Gene, die an der Genregulation unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen beteiligt sind (Baliga et al., 2000; Coker et al., 2007; Facciotti et al., 2007; 
Teufel et al., 2008; Turkarslan et al., 2011; Bleiholder et al., 2012). Die archaeale 
Promotorstruktur ist homolog zu der eukaryotischen TATA-Box und wird von TBP erkannt 
und gebunden (Reiter et al., 1990; Hausner et al., 1991; Hain et al., 1992; Palmer & Daniels, 
1995; Danner & Soppa, 1996; Thomm, 1996; Soppa & Link, 1997). Ein weiteres für Archaea 
typisches Promotorelement ist das BRE-Element (transcription factor B recognition element), 
eine purinreiche Region, welche dem TFIIB-response-element  der Eukarya entspricht (Langer 
et al., 1995). Es wird von TFB gebunden und ist für die Transkriptionsrichtung und die 
Promotorstärke entscheidend (Lagrange et al., 1998; Qureshi & Jackson, 1998; Bell et al., 
1999a, b).  
 
2.1. Halophile Archaea 
Als halophil werden Organismen bezeichnet, die in Umgebungen mit erhöhter 
Salzkonzentration leben. Man unterscheidet dabei zum einen die extrem halophilen 
Organismen, welche für ihr Wachstum eine Salzkonzentration von mindestens 1,5 M NaCl 
benötigen. Selbst in Salzlösungen nahe der Sättigungsgrenze (bis zu 5,2 M NaCl) sind diese 
Organismen noch lebens- und vermehrungsfähig. Zum anderen gibt es die moderat halophilen 
Vertreter, bei denen die für ein optimales Wachstum benötigte Salzkonzentration zwischen 
2,5-3 M NaCl liegt. Halophile Organismen finden sich in allen drei Domänen. Bei Eukarya 
sind es die Grünalge Dunaliella (Elevi Bardavid et al., 2008) (Wachstum bis 5 M NaCl), aber 
auch einige schwarze Hefen (Gunde-Cimermana et al., 2000; Petrovic et al., 2002). Bei den 
Bacteria sind einige Arten der γ-Gruppe der Proteobakterien, der Cyanobakterien, der 
Flavobakterien, der Actinomyceten sowie die Gattungen Bacillus und Clostridium als 
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halotolerante Vertreter zu nennen. In der Domäne der Archaea existieren in der Familie der 
Halobacteriaceae ausschließlich, bei den Methanogenen (Methanohalobium, Methano-
halophilus) jedoch nur einige halophile Organismen.  Die Halobacteriaceae gehören zur 
Ordnung der Halobacteriales, welche wiederum dem Phylum der Euryarchaeota zugeordnet 
wird. Die einzelnen Gattungen der Halobacteriaceae werden nach physiologischen 
Gesichtspunkten, wie Salzkonzentration- und pH-Optimum eingeteilt.  
Haloarchaea weisen, je nach Spezies, eine charakteristische rote bis orange Pigmentierung der 
Zellen auf, welche auf die Bildung von C40- und C50-Carotinoiden, wie Lycopine und 
Bacterioruberine zurückzuführen ist. Diese verleihen den Zellen bei erhöhter 
Sonneneinstrahlung einen Schutz vor photooxidativen Schäden. Eine violette Färbung 
verursacht das in die Membran eingelagerte Retinalprotein Bakteriorhodopsin. Dieses Protein 
wird bei geringem Sauerstoffpartialdruck gebildet und baut unter Lichteinfluss einen 
Protonengradienten auf, welcher zur ATP-Synthese genutzt wird (Oesterhelt & Stoeckenius, 
1971 und 1973; Henderson et al., 1990).  
Um den osmotisch bedingten Wasserverlust in der Zelle, verursacht durch die hohe 
Ionendichte im Außenmedium, zu vermeiden, haben halophile Organismen spezielle 
Anpassungsstrategien entwickelt (Oren, 1999). Bei der Anreicherung von compatible solutes 
werden kleine organische Moleküle wie Glycerin, Saccharose oder Zuckerderivate 
intrazellulär angereichert, was einen osmotischen Ausgleich bewirkt (Oren, 1999). Die 
Aktivität von Enzymen bzw. die Faltung von Proteinen wird dabei nicht beeinträchtigt 
(Brown, 1990). Ein Nachteil dieser Strategie ist, dass diese Moleküle nur unter großem 
Energieaufwand gebildet bzw. in die Zelle transportiert werden können. Eine weitere 
Möglichkeit zum osmotischen Ausgleich der hohen extrazellulären Ionenkonzentrationen wird 
z. B. bei aeroben, extrem halophilen Archaea (Halobacteriales) und bei anaeroben halophilen 
Bakterien (Haloanaerobiales) angewendet: die sogenannte salt-in-Strategie (Oren, 1999). 
Dabei wird Salz in isoosmolaren Konzentrationen im Vergleich zu außen in der Zelle 
angereichert, was den Wasserverlust in der Zelle verhindert (Madigan & Oren, 1999; Oren, 
1999). Bevorzugt wird dabei KCl (bis zu 4M) im Cytoplasma akkumuliert, im Gegensatz zu 
einer hohen NaCl-Konzentration im Außenmedium (Christian & Waltho, 1962; Dennis & 
Shimmin, 1997). Na+-Ionen sind kleiner als K+-Ionen und bilden demnach eine dichtere 
Hydrathülle, was der Umgebung mehr Wasser entzieht (Dennis & Shimmin, 1997). Um das zu 
vermeiden, wird in der Zelle vermehrt KCl angereichert, damit mehr Wasser in der Zelle 
verfügbar ist. 
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2.2. Halophile Proteine 
Hohe intrazelluläre Salzkonzentrationen erfordern eine Anpassung aller Zellkomponenten um 
ihre Funktionalität sicherzustellen (Oren 1999). Das gilt auch für alle intrazellulären Proteine, 
da die hohen Ionenkonzentrationen deren Faltung und Stabilität beeinflussen. Bei 
Organismen, die die compatible-solutes-Strategie benutzen, ist eine solche Anpassung nicht 
notwendig, bei der salt-in-Strategie, die Hbt. salinarum anwendet und bei der  intrazellulär 
hohe Salzmengen akkumuliert werden, jedoch schon. Im Allgemeinen destabilisieren 
diejenigen Salzkonzentrationen, welche die Löslichkeit von Proteinen fördern die 
Proteinstruktur und umgekehrt (von Hippel & Schleich, 1969). Halophile Proteine sind 
aufgrund spezieller Eigenschaften in der Lage in einer Umgebung mit hoher Ionenstärke 
gleichzeitig löslich und stabil zu sein (Madern et al., 2000). So unterscheidet sich z.B. die 
Aminosäurezusammensetzung halophiler Proteine von denen ihrer nicht-halophilen 
Homologe. Bei halophilen Proteinen sind vermehrt Aminosäuren mit sauren Seitenketten zu 
finden, welche sich vor allem auf der Proteinoberfläche befinden (Lanyi, 1974; Dym et al., 
1995; Frolow et al., 1996; Pieper et al., 1998; Yamada et al, 2002; Bieger et al., 2003). Diese 
sauren Seitenketten sind stärker hydriert als andere Aminosäuren, was die Ausbildung eines 
Salz-Ionen-Netzwerkes begünstigt (Eisenberg et al., 1992; Zaccai et al., 1989; Dym et al., 
1995; Frolow et al., 1996). Außerdem können saure und basische Seitenketten Salzbrücken 
ausbilden, welche vor den Ionen des Lösungsmittels geschützt sind (Dym et al., 1995). Das 
alles trägt zur Stabilisierung der Proteinstruktur bei. Weiterhin enthalten halophile Proteine 
wesentlich weniger Lysin, dafür vermehrt Aminosäuren mit kleinen hydrophoben Resten, wie 
Glycin, Alanin oder Valin (Madern et al., 1995). Sie besitzen außerdem weniger von den stark 
hydrophoben Aminosäuren (Phenylalanin, Isoleucin, Valin, Leucin), aber mehr Aminosäuren 
mit hydrophilen Seitengruppen (Serin, Threonin), was die Löslichkeit des Proteins unterstützt 
(Lanyi, 1974). Die Reduktion von Leucin resultiert in einer signifikanten Erniedrigung des 
hydrophoben Charakters der Proteinoberfläche (Madern et al., 1995; Britton et al., 1998). 
Das wiederum führt zu einer schwachen Bindung im Inneren des Proteins, welche durch hohe 
Salzkonzentrationen stabilisiert werden kann (Arakawa & Tokunaga, 2004).  
Bei vielen isolierten, halophilen Enzymen erniedrigt eine steigende Salzkonzentration die 
Enzymaktivität. Ausnahmen sind jedoch die ß-Galactosidase aus Hfx. alicantei (Holmes et al., 
1997) sowie die Katalase-Peroxidase aus Hbt. salinarum. Die 2 Aktivitäten dieses Enzyms 
weisen sogar unterschiedliche Abhängigkeiten von NaCl auf (Brown-Peterson & Salin 1993). 
Weiterhin sind Enzymaktivitäten häufig auch abhängig von der Art des Salzes. Bei vielen ist 
die Aktivität in KCl größer als in NaCl, z. B. bei der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-
Reduktase aus Haloferax volcanii (Bischoff & Rodwell, 1996).  
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Die rekombinante Produktion halophiler Proteine in Escherichia coli (im Folgenden: E. coli) 
führt zu einer inaktiven Form der Proteine (Blecher et al., 1993; Cendrin et al., 1993). Durch 
denaturierende Isolierung aus E. coli in 8 M Harnstoff wird sichergestellt, dass die Proteine 
zunächst vollständig entfaltet werden. Anschließend werden sie in Lösungen mit steigender 
Salz (KCl)- und sinkender Harnstoffkonzentration überführt, was die Rückfaltung in ihre 
native Konformation bewirken soll. Die Verwendung von KCl liegt darin begründet, dass 
Halobakterien die sogenannte salt-in-Strategie benutzen, die dazu führt, dass im Cytoplasma 
isoosmolare Konzentrationen von KCl im Vergleich zum Außenmedium vorliegen (Dennis & 
Shimmin, 1997). Die meisten halobakteriellen Proteine benötigen für ihre Stabilität und 
Funktionalität hohe KCl-Konzentrationen (Lanyi, 1974; Eisenberg & Wachtel, 1987; Oren, 
1999). Eine erfolgreiche Rückfaltung unter den oben genannten Bedingungen konnte bereits 
für die Glukosedehydrogenase aus Haloferax mediterranei anhand ihrer enzymatischen 
Aktivität (Pire et al., 2001) und für das TBP-Protein aus Hbt. salinarum über CD-
Spektroskopie (Soppa & Link, 1997) gezeigt werden.  
 
2.3. Gasvesikel 
Gasvesikel sind gaspermeable, intrazelluläre Hohlkörper. Diese Strukturen erniedrigen die 
Zelldichte und ermöglichen eine Positionierung innerhalb der Wassersäule, wo ein optimales 
Licht- bzw. Nähr- und Sauerstoffangebot herrscht. Bisher wurden Gasvesikel ausschließlich 
bei prokaryotischen Mikroorganismen, sowohl in Bacteria als auch in Archaea, gefunden. Bei 
Bacteria finden sich unter den Cyanobakterien, den heterotrophen Bakterien, sowie unter 
einigen anoxygenen, photosynthetischen Bakterien Gasvesikelproduzenten (Pfeifer, 2012; 
Walsby, 1994). In der Archaea-Domäne werden Gasvesikel von einigen Vertretern der 
Haloarchaea und der Methanogenen gebildet. Die Gasvesikel in den verschiedenen 
Organismen ähneln sich in ihrer Morphologie und werden von homologen Proteinen gebildet, 
jedoch bestehen Unterschiede in der Größe dieser intrazellulären Strukturen (Walsby, 1994). 
Die Form der Gasvesikel ist meist zylinder- oder spindelförmig (Abb. 1C). Während der 
Gasvesikelbildung entstehen durch Proteinaggregation zunächst kleine bikonische Strukturen, 
die zu dann zu einem "reifen" Gasvesikel  heranwachsen. Gasvesikel in Archaea erreichen 
Längen von bis zu 1,5 µm und einen Durchmesser von 200-250 nm. In Bacteria erreichen die 
Gasvesikel dagegen nur einen Durchmesser von 33-75 nm, weisen aber ähnliche Längen auf 
(Larsen et al., 1967; Englert et al., 1990). Der variable Durchmesser der Gasvesikel bei 
Bacteria und Archaea könnte im Lebensraum dieser Organismen begründet liegen. Gasvesikel 
kollabieren bei hohem Druck und es hat sich gezeigt, dass der minimale Druck, der 
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aufgewendet werden muss, um Gasvesikel zu zerstören mit dem Durchmesser der Gasvesikel 
korreliert. Gasvesikel mit großem Durchmesser kollabieren bereits bei niedrigem Druck, 
während jene mit geringerem Durchmesser diesem Druck noch widerstehen können. 
Haloarchaea leben meist in einer aquatischen Umgebung, die nicht mehr als 1 m tief ist und 
sind durch die intrazelluläre Akkumulation von isoosmolaren  Salzkonzentrationen im 
Vergleich zu außen kaum Turgordruck ausgesetzt. Die  Gasvesikel dieser Organismen bleiben 
daher auch mit einem großen Durchmesser noch intakt. Bei Organismen, die in tieferen 
Gewässerregionen leben, hat man Gasvesikel mit geringeren Durchmessern gefunden (Bright 
& Walsby 1999; Beard et al., 2000). 
Die Gasvesikelhülle ist ausschließlich aus Proteinen aufgebaut und frei von Kohlenhydraten 
oder Lipiden. Die innere Gasvesikelwand ist hydrophob, während die dem Zytoplasma 
zugewandte Seite eher hydrophil ist. Sie ist 2 nm dick und wird hauptsächlich von dem 7-8 
kDa großen Gasvesikelprotein A (GvpA) gebildet. An der äußeren Gasvesikelhülle adhäriert 
das GvpC, ein weiteres Gasvesikelstrukturprotein, welches zur Stabilität der Gasvesikelhülle 
beiträgt. 
Gasvesikel werden abhängig von bestimmten Umweltfaktoren gebildet, wie 
Salzkonzentration, Lichtintensität und Sauerstoffkonzentration. Der Besitz von Gasvesikeln 
stellt eine Anpassung an den aquatischen Lebensraum der betreffenden Organismen dar. 
Durch den vermittelten Auftrieb können sie in Gewässerzonen mit höherer Lichteinstrahlung 
und gutem Nähr- und Sauerstoffangebot gelangen (Walsby, 1994). Weiterhin wird vermutet, 
dass die lichtbrechenden Eigenschaften der Gasvesikel den Zellen einen Schutz vor 
photooxidativen Schäden bieten (Shear & Walsby, 1975). Außerdem sorgen die Gasvesikel für 
eine Vergrößerung des Verhältnisses von Zelloberfläche zu Zytoplasmavolumen, wodurch eine 
verbesserte Sauerstoffaufnahme erreicht wird (Staley et al., 1989). 
Einige Cyanobakterien produzieren Gasvesikel in Abhängigkeit der Lichtintensität, der sie 
ausgesetzt sind. Bei hoher Lichtintensität werden wenige Gasvesikel gebildet, bei wenig Licht 
kommt es dagegen zu einer vermehrten Produktion von Gasvesikeln, um den Aufwärtstrieb 
der Zellen zur Wasseroberfläche zu unterstützen (Walsby, 1994). An der Wasseroberfläche 
sind die Zellen einer hohen UV-Strahlung ausgesetzt, was wiederum die Gasvesikelbildung 
vermindert. Durch photosynthetische Aktivität werden Kohlenhydrate gebildet, die für ein 
Absinken der Zellen sorgen können. Die Akkumulation von Kohlenhydraten auf der einen 
Seite und die Produktion von Gasvesikeln auf der anderen Seite, sorgt für eine Regulation des 
Auf- und Absinkens der Zellen während des Tages. 
In einigen Haloarchaea ist die Gasvesikelbildung abhängig von der Sauerstoffkonzentration 
oder vom Salzgehalt des umgebenden Mediums. Das extrem halophile Archaeon Hbt. 
salinarum produziert Gasvesikel während des gesamten Wachstums bei 40°C unter aeroben 
  
Bedingungen. Ist kein Sauerstoff vorhanden, so bilden Zellen
Fermentation wachsen, nur
N-oxid als alternativen Elekronenakzeptor nutzen sind größere Gasvesikel vorhanden 
(Hechler & Pfeifer, 2009). Beim moderat halophilen 
dann zur Gasvesikelproduktion, wenn der Salzg
(Englert et al., 1990). Ähnlich verhält es sich beim haloalkaliphilen 
(Mayr & Pfeifer, 1997; Mwatha & Grant, 
Bei der Betrachtung von gasvesikelbildenen Organismen
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durch einen veränderten Phänotyp der Zellen sichtbar. Die normalerweise rot pigmentierten 
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Vorhandensein von Gasvesikeln weißlich
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die Oberfläche des Flüssigkeitsf
Einige Zellen adhärieren dabei an der Glaswand und bilden Biofilme aus.
 
 
Abb. 1: Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum
gelassen wurde. Der rosafarbene Film 
flotiert sind. (B) Phasenkontrastmikroskopische A
intrazelluläre, lichtbrechende Punkte. 
Zelle, die spindelförmige Gasvesikel enthält. Rechts: Isolierte, zylinderförmige Gasv
1C aus Pfeifer, 2012). 
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2.3.1.  Gasvesikel in der Biotechnologie 
Gasvesikel finden Anwendung als Hilfsmittel in der Biotechnologie. So ist es gelungen, 
rekombinante, haloarchaeale Gasvesikel zu produzieren und diese zur Antigen-Präsentation in 
Mäusen zu verwenden (Stuart et al., 2001; Stuart et al., 2004; Sremac & Stuart, 2008; 
Sremac & Stuart, 2010). Dazu werden die verschiedenen Epitope in die Sequenz des GvpC-
Proteins eingebaut und auf der Oberfläche der Gasvesikelhülle präsentiert. Dies ist eine 
kostengünstige und effektive Methode zum Sreening verschiedener Peptide und ihrer 
möglichen pathogen-relevanten Eigenschaften. 
Weiterhin können mit Sauerstoff gefüllte Gasvesikel dazu genutzt werden, um das 
Sauerstoffangebot in tierischen Zellkulturen zu verbessern, wobei die Gasvesikel zuvor mit 
Glutaraldehyd stabilisiert werden (Sundararajan & Ju, 2000; Sundararajan & Ju, 2006).  
Die Struktur der Gasvesikelhülle hat ebenfalls medizinische Bedeutung. So ähneln die 
charakteristischen Rippen sogenannten Amyloid-Fibrillen, einer Zusammenlagerung von 
Proteinen über entgegengesetzt angeordnete β-Faltblatt-Stränge (Bayro et al., 2012). Darüber 
bilden sich unlösliche Komplexe in Form mikroskopisch kleiner Fasern. Amyloid-Fibrillen 
stehen in Zusammenhang mit zahlreichen neurodegerenativen Erkrankungen, wie 
beispielsweise die Alzheimer-Krankheit. Amyloide treten aber auch unabhängig von 
Erkrankungen auf und können sogar spezielle Funktionen, als sogenannte funktionale 
Amyloide, erfüllen (Dobson, 1999; Fowler et al., 2007). Die funktionalen Amyloide ähneln 
der Struktur von pathologischen Amyloid-Fibrillen, müssen aber bestimmte Funktionen zum 
Auf- bzw. Abbau dieser Strukturen besitzen (Smith & Scheibel, 2010). Die Untersuchung 
dieser natürlich vorkommenden Amyloide-Systeme, wie die Gasvesikelhülle, könnte weitere 
Erkenntnisse zur Bekämpfung von pathologisch relevanten Amyloiden bringen.  
Inzwischen ist es auch gelungen, Gasvesikel als Konstrastmittel bei Ultraschalluntersuchungen 
und als Reporter bei der Magnetresonanztomographie einzusetzen, wo sie aufgrund ihrer 
speziellen Eigenschaften (geringe Größe, hohe Stabilität) eine verbesserte Auflösung dieser 
bildgebenden Verfahren ermöglichen (Mikhail Shapiro, unveröffentlicht).  
 
2.4. Gasvesikel-kodierende Genregionen in Haloarchaea 
Die Genregion, welche die Bildung von Gasvesikeln in Haloarchaea vermittelt, wird als vac-
Region bezeichnet. Sie ist ca. 9 kbp groß und besteht aus 14 Genen, die in zwei 
entgegengesetzt orientierten Clustern angeordnet sind: gvpACNO und gvpDEFGHIJKLM 
(Horne et al., 1988; Horne et al., 1991; Englert et al., 1992a).  
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Abb. 2: Schematische Darstellung der für die Gasvesikelbildung kodierenden p-vac Region aus Hbt. salinarum PHH1. 
Die 14 gvp-Gene sind als Rechtecke dargestellt, die Buchstaben darüber geben die jeweiligen Gene an. Die Länge 
und Menge der einzelnen Transkripte wird durch die Länge und Stärke der schwarzen Pfeile angezeigt, ebenso 
angezeigt ist die Lage der vier verschiedenen Promotoren. Die Promotoren PD und PA werden vom 
Transkriptionsaktivator GvpE aktiviert. GvpD ist an der Repression der Gasvesikelbildung beteiligt. Die Transkription 
der p-vac Region führt zu spindelförmigen Gasvesikeln in Hbt. salinarum PHH1 (nach Pfeifer, 2012). 
 
Je nach Organismus sind eine oder zwei vac-Regionen vorhanden, die sich durch 
unterschiedliche Transkriptionszeitpunkte und in der Morphologie der resultierenden 
Gasvesikel unterscheiden. Hbt. salinarum PHH1 besitzt zwei vac-Regionen, eine plasmid-
kodierte p-vac- und eine weitere c-vac-Region, deren Gene nur in der stationären 
Wachstumsphase transkribiert werden, was zur Synthese von zylinderförmigen Gasvesikeln 
führt (Horne & Pfeifer, 1989). Die p-vac Region wird während des gesamten Wachstums 
transkribiert und führt zur Bildung von spindelförmigen Gasvesikeln (Abb. 2) (Horne & 
Pfeifer, 1989). Sie besitzt vier Promotoren (PA, PO, PD und PF), die zur Synthese von  
unterschiedlichen Transkripten führen (Abb. 2) (Horne & Pfeifer, 1989; Offner & Pfeifer, 
1995; Krüger & Pfeifer, 1996; Offner et al., 1996). Die gvpA-mRNA wird in großen Mengen 
bis zur stationären Wachstumsphase gebildet, währenddessen werden nur geringe Mengen 
des gvpA-O-Transkripts gebildet (Abb. 2). Das gvpDE-Transkript wird hauptsächlich spät-
exponentiell gebildet und kodiert für die regulatorischen Proteine der Gasvesikelbildung, 
wobei GvpE als Transkriptionsaktivator die divergenten Promotoren PA und PD aktiviert und 
dadurch die Bildung der gvpA-, gvpACNO- und der gvpDE-mRNA induziert (Abb. 2) (Krüger 
& Pfeifer, 1996; Röder & Pfeifer, 1996; Gregor & Pfeifer, 2001; Hofacker et al., 2004; Bauer et 
al., 2008). GvpD ist dagegen an der Repression der Gasvesikelbildung beteiligt (Englert et al., 
1992b; Pfeifer et al., 1994; Offner & Pfeifer, 1995; Zimmermann & Pfeifer, 2003; Hofacker et 
al., 2004; Scheuch et al., 2008). Die Aktivität des PF-Promotors führt zur Bildung des 
gvpFGHIJKLM-Transkripts in der exponentiellen Wachstumsphase, unabhängig von GvpE 
(Hofacker et al., 2004; Marschaus & Pfeifer, 2012). Dieses Transkript kodiert für die frühen, 
akzessorischen Gasvesikelproteine.  
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2.5. Der Modellorganismus Haloferax volcanii : Studium von haloarchaealen 
Genfunktionen und Proteinen 
Die Gasvesikelbildung bei Hbt. salinarum kann mit Hilfe eines speziell für Haloarchaea 
entwickelten Transformationssystems untersucht werden (Cline & Doolittle, 1987; Cline et al., 
1989; Blaseio & Pfeifer, 1990). Als Rezipient für solche Transformationsstudien dient 
Haloferax volcanii (im Folgenden: Hfx. volcanii), ein fakulativ anaerober, 
chemoorganotropher Organismus, welcher zu den moderat halophilen Archaea gehört. Er ist 
leicht und schnell zu kultivieren (Generationszeit ca. 3-4 h) und zu transformieren und besitzt 
selbst keine Gasvesikel-kodierende Genregion, weshalb er einen klaren genetischen 
Hintergrund für solche Analysen liefert. Die Genomsequenz von Hfx. volcanii ist vollständig 
entschlüsselt und es stehen eine Reihe von genetischer Methoden zur chromosomalen 
Mutation zur Verfügung (Bitan-Batin et al., 2003). Weiterhin wurden Transkriptom- und 
Proteom-Analysen etabliert (Zaigler et al., 2003; Karadzic & Maupin-Furlow, 2005; Lange et 
al., 2007).  
Es stehen zahlreiche shuttle-Vektoren zur Verfügung, die sowohl für Hfx. volcanii als auch für 
E.coli einen Replikationsursprung besitzen (Lam & Doolittle, 1989; Holmes et al., 1991; 
Pfeifer et al., 1994; Danner & Soppa, 1996) und mit denen sich haloarchaeale Gene 
funktionell charakterisieren lassen. Mit Plasmiden, welche sich in ihren 
Replikationsürspüngen und Resistenzgenen unterscheiden, lässt sich Hfx. volcanii mit zwei 
verschiedenen Plasmidkonstrukten gleichzeitig transformieren (Cline & Doolittle, 1987; Lam 
& Doolittle, 1989; Blaseio & Pfeifer, 1990; Holmes & Dyall-Smith, 1990; Pfeifer et al., 1994). 
Der Expressionsvektor pJAS35 exprimiert gvp-Gene unter Kontrolle des starken Ferredoxin-
Promotors (Pfdx) von Hbt. salinarum (Pfeifer et al., 1994). Das pWL102-Plasmid (Lam & 
Doolittle, 1989) exprimiert dagegen entsprechend inserierte gvp-Gene unter ihrer natürlichen 
Promotorkontrolle. Beide Plasmide weisen eine ähnliche Kopienzahl von 10-20 in der Zelle 
auf.  
Hfx. volcanii-Wildtypzellen zeigen einen roten, transparenten Phänotyp. Werden sie jedoch 
mit der p-vac Region, inseriert in pWL102, aus Hbt. salinarum transformiert, wechselt der 
Phänotyp der Zellen zu milchig-rosa, was auf das Vorhandensein von Gasvesikeln schließen 
lässt (Abb. 3A). Aufgrunddessen lassen sich Zellen ohne Gasvesikelbildung (Vac negativ) von 
solchen mit Gasvesikeln (Vac positiv) bereits makroskopisch unterscheiden. Gasvesikel-
bildende Zellen von Hfx. volcanii können mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 
analysiert werden (Abb. 3B). Die Form der Gasvesikel in Hfx. volcanii p-vac-Transformanten 
ist allerdings sehr viel heterogener als bei Hbt. salinarum.  
  
Abb. 3: Hfx. volcanii-Zellen vor un
(A) Auf Nährmedium gewachsene Zellkolonien. Links gezeigt 
Färbung aufweisen. Rechts gezeigt sind 
rosa-weiße Färbung zeigt das Vorhandensein von Gasvesikeln in den Zellen an.
(B)Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen einzelner
Wildtypzellen (WT) ohne Gasvesikel. Re
wurden. 
 
 
Zur Analyse der räumlichen und zeitlichen Verteilung von Proteinen in lebenden Zellen wird 
häufig das grün fluoreszierende Protein (GFP) als Reportersystem verwendet.
Expression in extrem bzw. moderat halophilen Archaea wird ein speziell an die 
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2.6. Gasvesikelproteine 
Die Funktionen der einzelnen Proteine bei der Gasvesikelbildung
nur teilweise geklärt. Über Transformationsexperimente in 
Gene der p-vac Region deletiert und später wieder komplem
essentielle Funktion von acht
gvpO, F, G, J, K, L und gvpM
GvpA und GvpC sind Str
regulatorische Proteine. Die Funktion der 10 restlichen Gasvesikelproteine ist bisher noch 
nicht aufgeklärt.  
 
2.6.1.  GvpA und GvpC 
Die Gasvesikelhülle wird hauptsächlich aus
hydrophobes Protein (Walsby, 1994). Das GvpA bildet über Multimerisieru
charakteristischen Rippen, die senkrecht zur Zylinderachse der Ga
(Abb. 4A) (Stoeckenius & Kunau, 1968; Blaurock
Walsby, 1994). Nach einem
Protein zwei α-Helices, welche getrennt durch zwei antiparallel angeordnete 
vorliegen (Abb. 4B) (Strun
Oberfläche der Gasvesikelhülle. 
einer Rippe innerhalb der G
al., 2010). Kontaktflächen zu benachbarten GvpA
der β-turn zwischen den beiden 
genannten Regionen des Proteins führten zu Gasvesikel 
 
Abb. 4: Struktur des Gasvesikelproteins
Offner et al., 1998). Die charakteristischen Rippen liegen senkrecht zur Zylinderachse.
Strukturmodell, ermittelt durch in
Aminosäuren sind rot gekennzeichnet und basische Aminosäuren blau. Die 2 
turn) sind markiert. N: Amino-Terminus; C: Carboxyl
 in Hbt.
Hfx. volcanii
entiert wurden, hat ma
 der 14 gvp-Gene bestimmt. Dazu gehören neben 
 (Englert et al., 1992a, Offner et al., 1996; 
ukturproteine der Gasvesikelhülle und GvpE und GvpD sind 
 dem 8 kDa großen GvpA gebildet. 
svesikel angeordnet sind 
 & Walsby, 1976; Blau
 in silico erstellten, drei-dimensionalen Strukt
k et al., 2011). Letztere bilden vermutlich die inne
Die Multimerisierung von GvpA-Monomeren zur Bildung 
asvesikelwand erfolgt über die β-Faltblattbereiche
-Rippen bilden vermutlich die 
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Als zweites Strukturprotein wurde das 42 kDa große, hydrophile GvpC identifiziert. Es 
adhäriert an der äußeren Hülle der Gasvesikelwand, sorgt so für Stabilität und ist 
mitverantwortlich für den hydrophilen Charakter der äußeren Gasvesikelhülle. Bei 
Halobakterien ist es weiterhin maßgeblich an der Formgebung der Gasvesikel beteiligt 
(Englert & Pfeifer, 1993; Offner et al., 1996; Best, 2000). GvpC-negative Mutanten (ΔC) 
bilden unregelmäßig geformte Gasvesikel mit unterschiedlichen Durchmessern (Offner et al., 
1996). Durch Komplementation mit GvpC werden wieder Gasvesikel mit definierter Form und 
Durchmesser gebildet (Offner et al., 1996). GvpC-Proteine weisen interne Aminosäure-
Sequenzwiederholungen auf, die aus ca. 33 Aminosäuren bestehen und deren Anzahl in den 
verschiedenen Organismen varriert. Es wird vermutet, dass über diese Sequenzen die 
klammerartige Vernetzung der GvpA-Rippen erfolgt (Walsby, 1994). Weiterhin wurde 
beobachtet, dass die Anzahl dieser Sequenzwiederholungen in GvpC mit der Breite der 
Gasvesikel korreliert. GvpC-Varianten mit wenigen Sequenzwiederholungen wurden bei 
Organismen aus tieferen Gewässerzonen mit schmalen Gasvesikeln gefunden, während 
größere GvpC-Proteine (viele Sequenzwiederholungen) bei Organismen mit breiten 
Gasvesikeln isoliert wurden (Beard et al., 1999 und 2000).  
 
2.6.2.  Die akzessorischen Gasvesikelproteine 
Während der Transkription der p-vac Region werden die mRNAs der gvpF-M-Gene und des 
gvpO-Gens in der frühen exponentiellen Wachstumsphase und damit vor der Bildung von 
sichtbaren Gasvesikelstrukturen gebildet (Englert et al., 1992a; Offner & Pfeifer, 1995; Offner 
et al., 1996). Die von diesen Genen kodierten Proteine könnten daher in einem frühen 
Stadion der Gasvesikelbildung eine Rolle spielen (Pfeifer et al., 1997). Möglicherweise  bilden 
mehrere Proteine Initiationskomplexe, wo die GvpA-Assemblierung zur Bildung der 
Gasvesikelstruktur beginnt. Dabei spielt vermutlich auch die relative Menge der 
Gasvesikelproteine zueinander eine Rolle (Offner & Pfeifer, 1995; Offner et al., 2000). 
 
  
Abb. 5: Schematische Darstellung von Gasvesikelproteinen
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präparationen als sehr instabil erwiesen (Offner et al., 2000). Daraus wird abgeleitet, dass 
GvpH eine stabilisierende Funktion hat (Abb. 5).  
GvpM und GvpJ sind hydrophobe Proteine und weisen Ähnlichkeiten zur Aminosäuresequenz 
von GvpA auf (Abb. 5) (Englert et al., 1992a; Skukla & DasSarma, 2004). Die Ähnlichkeit 
besteht auch in dem Bereich, der nach einem in silico-Strukturmodell von GvpA die 
Kontaktfläche zu benachbarten GvpA-Rippen bildet (Strunk et al., 2011). GvpJ und GvpM 
wären daher zur Interaktion mit GvpA in bestimmten Bereichen der Gasvesikelhülle geeignet 
(Pfeifer, 2012). Man vermutet daher, dass es sich um weitere Strukturproteine handeln 
könnte, die z.B. den Start zur GvpA-Assemblierung initiieren. 
Bei GvpF und GvpL wurden Ähnlichkeiten in der Aminosäuresequenz festgestellt (Abb. 5) 
(Shukla & DasSarma, 2004). GvpG und GvpK sind Proteine mit amphiphilem Charakter. Beide 
Proteine weisen eine hydrophobe N- und eine hydrophile C-terminale Hälfte auf und es wird 
vermutet, dass sie entweder einen Teil der Struktur bilden oder als Chaperone die Löslichkeit 
der hydrophoben Gasvesikelstrukturproteine ermöglichen (Abb. 5) (Englert et al., 1992a; 
Offner & Pfeifer, 1995). Mit Ausnahme von GvpK konnten alle Proteine des gvpF-M-
Transkripts immunologisch oder über massenspektrometrische Analysen in geringen Mengen 
in Gasvesikelpräparationen nachgewiesen werden (Shukla & DasSarma, 2004; Chu et al., 
2011). Es ist aber weiterhin unklar, ob diese Proteine Teil der Struktur der Gasvesikelwand 
sind oder ob sie nur mit der Oberfläche der Gasvesikelhülle, z.B. während der Bildung der 
Gasvesikel, interagieren. 
GvpN besitzt ein "p-loop"-Motiv, welches in ATP- bzw. GTP-bindenden Proteinen gefunden 
wird. Möglicherweise fungiert das Protein als Chaperon für die GvpA-Assemblierung während 
der Gasvesikelsynthese (Abb. 5) (Offner & Pfeifer, 1995). ∆N-Transformanten produzieren 
sehr kleine Gasvesikel (Offner et al., 1996). Die Aufgabe von GvpO ist, abgesehen von der 
essentiellen Funktion für die Gasvesikelbildung, ungeklärt. Möglicherweise könnte es an der 
Transkriptionsregulation des gvpACNO-Genclusters beteiligt sein und bzw. oder eine 
strukturgebende Komponente der Gasvesikelhülle sein (Offner et al., 1996; Englert et al., 
1992b; Chu et al., 2011).  
 
2.7. Ziel der Arbeit 
In der vorliegenden Arbeit sollte  die Rolle der akzessorischen Gasvesikelproteine GvpF, G, H, 
I, J, K, L und GvpM der p-vac Region aus Hbt. salinarum PHH1 untersucht werden. Ziel war 
es die Funktion dieser Proteine bei der Gasvesikelbildung näher zu beleuchten.  
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Mögliche Interaktionen zwischen einzelnen Proteinen sollten sowohl biochemisch über 
Affinitätschromatographie als auch in vivo mit GFP nachgewiesen werden. Der Schwerpunkt 
lag dabei auf der Untersuchung des GvpM und der Identifizierung seiner Interaktionspartner 
während der Gasvesikelbildung.  
Eine nährere Charakterisierung von Gasvesikelproteinen sollte über die Fusion mit GFP 
erreicht werden. Durch die in vivo-Analyse von Gvp-GFP Fusionsproteinen sollten mögliche 
Aggregationen von Gasvesikelproteinen detektiert werden. 
Im letzten Teil dieser Arbeit sollte der Effekt von Mutationen im GvpM auf die Bildung von 
Gasvesikeln analysiert werden. Dafür wurden GvpM-Mutanten hergestellt und in pvacΔM 
+pMMut-Transformanten untersucht. Hier sollten wichtige und funktionelle Bereiche von 
GvpM bestimmt werden, um Rückschlüsse über die Funktion des Proteins bei der 
Gasvesikelbildung zu ziehen.  
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3. Material und Methoden 
3.1. Materialien 
 
3.1.1. Chemikalien und Hilfsmittel 
Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Hilfsmittel und deren 
Hersteller aufgeführt. Hier nicht aufgelistete Chemikalien und Hilfsmittel wurden von den 
Firmen AppliChem, Boehringer Ingelheim, LS Labors, Merck, Roche Diagnostics, Roth, Sigma 
und Serva bezogen. Bestandteile für Nährmedien wurden von der Firma Bacto, Difco und 
Oxoid bezogen. 
 
Chemikalien       Hersteller 
Acrylamid(30% w/v)/     Carl Roth & Co., Karlsruhe  
Bisacrylamid(0,8% w/v)  
Agarose BiozymeME Agarose    Biozym, Oldendorf 
Ammoniumpersulfat (APS)    Carl Roth & Co., Karlsruhe 
Ampicillin       Carl Roth & Co., Karlsruhe 
BioTraceTM Nitrozellulosemembran    Pall Gelman GmbH, Dreieich  
Biodyne A Nylonmembran     Pall Gelman GmbH, Dreieich 
Blockierungsreagenz      Roche Diagnostics, Mannheim 
BSA (Bovine Serum Albumin)    Roche Diagnostics, Mannheim 
CDP-Star® Reagent      New England Biolabs 
Coomassie Brilliant Blue     Serva Heidelberg 
(G250, R250)      
DIG DNA Labeling Mix     Roche Diagnostics, Mannheim 
dNTPs        Roche Diagnostics, Mannheim 
       Carl Roth & Co., Karlsruhe 
ε-Aminocapronsäure     Carl Roth & Co., Karlsruhe 
 
EDTA        LS Labor-Service, Darmstadt 
Ethanol       Carl Roth & Co., Karlsruhe 
Ethidiumbromid      Biomol Feinchemikalien, Hamburg 
Filterpapier, Whatman     Machery & Nagel, Düren 
Formaldehyd (37%)      LS Labor-Service GmbH, Darmstadt 
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Formamid       LS Labor-Service GmbH, Darmstadt 
Glycerin        LS Labor Service, Darmstadt 
Harnstoff      Carl Roth & Co., Karlsruhe 
HyperfilmTM ECL      Amersham Biosciences, UK 
Imidazol       Carl Roth & Co., Karlsruhe 
Isopropanol       LS Labor-Service GmbH, Darmstadt 
Isopropyl-β-D-thiogalaktosid (IPTG)   GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg 
Kaliumchlorid      Carl Roth & Co., Karlsruhe 
Kanamycin      Carl Roth & Co., Karlsruhe 
L-Histidin       Serva, Heidelberg 
Lovastatin (Mevinolin-Derivat)    Geschenk von MSD Sharp & Dohme            
Magnesiumsulfat Heptahydrat    LS Labor-Service GmbH, Darmstadt 
β-Mercaptoethanol      Serva, Heidelberg 
Methanol       Carl Roth & Co., Karlsruhe 
Natriumchlorid      LS Labor-Service GmbH, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Carl Roth & Co., Karlsruhe 
di-Natriumhydrogenphosphat   LS Labor-Service GmbH, Darmstadt 
Nickel-Nitrilotriessigsäure-Agarose   Qiagen, Hilden 
(Ni-NTA-Agarose) 
Novobiocin       Serva, Heidelberg 
Polyethylenglycol (PEG)     Sigma, St. Louis, USA   
Roti® Fluoro-PVDF-Membran   Carl Roth & Co., Karlsruhe 
Saccharose       Serva, Heidelberg 
Super Signal West Pico Chemiluminescent  Thermo Scientific, Rockford, USA 
Substrate 
TEMED       Carl Roth & Co., Karlsruhe  
(N'N'N'N'-Tetramethylethylendiamin) 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris)  Carl Roth & Co., Karlsruhe  
Tween-20       Carl Roth & Co., Karlsruhe 
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3.1.2. Enzyme und Kits  
DIG DNA Labeling Kit     Roche Diagnostics, Mannheim 
E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit I     Omega Bio-Tek , Inc., Norcross,USA 
GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kit   Sigma, St. Louis, USA 
GenEluteTM PCR Cleanup Kit     Sigma, St. Louis, USA 
QIAEX II Gel Extraction Kit     Qiagen, Hilden 
Qiaprep® Spin Miniprep Kit     Qiagen, Hilden  
DNaseI (1U/µl, RNase-frei)    MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Taq-DNA-Polymerase (5U/µl)    Invitrogen, UK 
Pfu -DNA-Polymerase     MBI Fermentas, St.-Leon-Rot 
PfuUltra-Polymerase,(2,5U/µl)   MBI Fermentas, St.Leon-Rot 
#EPO579                    
Restriktionsendonukleasen     MBI Fermentas, St.Leon-Rot,  
       New England Biolabs 
 
T4-DNA-Ligase (400 U/µl)     New England Biolabs 
T4-Phosphonukleotidkinase, (10 U/µl)   New England Biolabs 
 
3.1.3. Größenstandards 
DNA 
GeneRulerTM DNA Ladder Mix # SM 0331  MBI Fermentas, St.-Leon-Rot 
 
Protein        
PageRuler™ Prestained Protein Ladder  MBI Fermentas, St.Leon-Rot 
#SM0671 
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3.1.4. Synthetische Oligonukleotide 
 
Tabelle 1. Synthetische Oligonukleotide (Biomers), die in dieser Arbeit verwendet wurden 
Name   Oligonukleotidsequenz* (5'-3')    Position 
5'pGvpG+PstI   GAGGCCGACTGCAGATGTTCATCATAGAC   a2895-2923 
3'pGvpG+Acc651 TTTCGTCGGGGTACCTTATTTCTTGACCTC   a3175-3146 
5'pGvpK+PstI  GGAGACCACTGCAGATGGAACTAGCACTC   a4463-4491 
3'pGvpK+Acc651 TGGGCCGGTGGTACCTCATACGTCATCA   a4833-4806 
5'GFP+NotI  AGATCGCGGCCGCAGCTGCAATGAGTAAAGG   c3872-3902 
3'GFP+XbaI  CCAAGGGGTTATGCTAGTTTCTAGACACTTATTTGTATAG c4636-4597 
5'pGvpH+SacI  TGGAGGTCAAGAGCTCATGGTACC CGACG   a3144-3172 
3'pGvpH+NotI  TGTTGTTTGCGGCCGCTGTGGATTCACC   a3721-3694 
5'pGvpL+SacI  GGAATCCCGAGCTCATGACGTATGACTG   a4794-4821 
3'pGvpL+NotI  TTTGTTGGGCGGCCGCTTTACCAATATC   a5673-5646 
5'pGvpJ+SacI  AGGACGAGGGAGCTCATGAGTGACCCC   a4116-4142 
3'pGvpJ+NotI  TGCTAGTTGCGGCCGCTTTGGTCTCCTC   a4488-4461 
5'SacI+ GvpG  AGGCCGAGAGCTCATGTTCATCATAGACGATCTC  a2896-2929 
3'NotI+GvpG  TCGGGGCGGCCGCTTTCTTGACCTC    a3170-3146 
5'SacI-GFP  CAAGGAGATGAGCTCATGAGTAAAGGAGAAGAAC  c3877-3910 
3'NotI-GFP  TATTGGCGGCCGCTTTGTATAGTTC    c4618-4594 
5'NotI-GvpM  GCGCCGCGGCCGCAGCTGCAATGGAGCCAAC   a5640-5670 
3'XbaI-GvpM  GACACGACTCTAGATCAGTCCTCTCGCCGATCGGCAG  a5928-5891 
5'NotI-GvpJ  CACTGGCGGCCGCAGCTGCAATGAGTGACCCC   a4111-4142 
3'XbaI-GvpJ  AGTGCTAGTTCTAGATCATTTGGTCTCCTCCGCTGACGTG a4490-4451 
GFP+Acc651  AGTTCTGGTACCTTATTTGTATAGTTCATCCATGC  b728 
H-GFP+PstI  AAAGCTGCTGCAGATGGTGCCCGACGAAAAC   b767 
L-GFP+PstI  AAAGCTGCTGCAGATGACGTATGAC    b767 
J-GFP+PstI  AAAGCTGCTGCAGATGAGTGACCC    b767 
PstI+G-GFP  AAAGCTGCTGCAGATGTTCATCATAGAC   b767 
5'PstI+GFP-GvpM AAAGCTGCTGCAGATGAGTAAAGGAG    b767 
3'Acc651GFP-GvpM ACTAGTGGTACCTCAGTCCTCTCG    b725 
3'Acc651GFP-GvpJ ACTAGTGGTACCTCATTTGGTCTC    b725 
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5'PstI+GvpJ  GACGAGGCTGCAGATGAGTGACCCC    a4118-4142 
3'NcoI+GvpJ  TGCTAGTCCATGGTCATTTGGTCTCCTC   a4488-4461 
5'PstI+GvpH  AGGTCAACTGCAGATGGTACCCGAC    a3147-3171 
3'NcoI+GvpH  TGTTGTTCCATGGTCATGTGGATTCAC    a3721-3695 
3'NcoI+GvpG  TCGTCGGCCATGGTTATTTCTTGAC    a3173-3149 
5'GFP-Gly-Ala  ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAG   c3892-3922 
3'JGFP+Link1  TGCTCCCGCTTTGGTCTCCTC     a4461  
3'GGFP+Link1  TGCTCCCGCTTTCTTGACCCTC     a3146 
3'GFP+Link2  TCCCGCACCTGCTCCCGCT      
5'ΔNcoI+GFP  TACCTGTTCCTTGGCCAACAC     c4049-4069 
3'ΔNcoI+GFP  GTGTTGGCCAAGGAACAGGTA     c4069-4049 
5'NcoI+GvpM  CGGGGCCATGGAGCCAACAAAAG    b718 
3'GFP+NcoI  GAATTGCCATGGTTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG b647 
5'G22D   ACTGCGCGACGACGCCGTGATTC    a5713-5735 
3'G22D   GAATCACGGCGTCGTCGCGCAGT    a5735-5713 
5'V24D   CGACGGAGCCGACATTCAAGCGG    a5719-5741 
3'V24D   CCGCTTGAATGTCGGCTCCGTCG    a5741-5719 
5'A48D   GGCAGCGATTGATGGCATGACCA    a5791-5813 
3'A48D   TGGTCATGCCATCAATCGCTGCC    a5813-5791 
5'I36M   GTCGCCGACATGCCCCTGATC     a5756-5776 
3'I36M   GATCAGGGGCATGTCGGCGAC     a5776-5756 
5'Y56A   ATGACGGAGGCCGGCCTGTTCG    a5816-5837 
3'Y56A   CGAACAGGCCGGCCTCCGTCAT    a5837-5816 
5'A23D   GCGCGACGGAGACGTGATTCAAG    a5716-5738 
3'A23D   CTTGAATCACGTCTCCGTCGCGC    a5738-5716 
5'R20A/D21A  GTGTTACTGGCCGCCGGAGCCG    a5708-5729 
3'R20A/D21A  CGGCTCCGGCGGCCAGTAACAC    a5729-5708 
5'R20D/D21R  GTGTTACTGGACCGCGGAGCCGTGATT    a5708-5734 
3'R20D/D21R  AATCACGGCTCCGCGGTCCAGTAACAC    a5734-5708 
5'Δ5N   GACGAGACACACGCGATCGTTGAG    a5675-5698 
3'Δ5N   CATCTGCAGCCCGGGGGATC     a5660 
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5'XbaI+gvpM  ATATTGGTCTAGAATGGAGCCAAC    a5647-5670 
3'HindIII+gvpM ACACGACAAGCTTTCAGTCCTCTCG    a5927-5902 
 
* Kursiv gekennzeichnete Stellen markieren Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme. Start- bzw. 
Stopcodons sind fett dargestellt. Positionen mit Basenaustausch sind unterstrichen. 
a Bindestelle innerhalb der p-gvpD-M Sequenz (Genbank accession number X55648) 
bBindestelle innerhalb der pBSK+-Sequenz 
cBindestelle innerhalb der pJAM1020-Sequenz 
                        
3.1.5.  Verwendete Mikroorganismen 
Escherichia coli  GM1674 dam-    Palmer & Marinus, 1994 
Escherichia coli  TOP10F     Invitrogen, USA 
Escherichia coli  BL21 C(+)    Novagen, Merck    
       Biosciences, Darmstadt 
Haloferax volcanii  WR340     Bitan-Banin et al., 2003 
 
3.1.6.  Verwendete Plasmidvektoren (Antibiotikaresistenzen)   
       
pBlueskript II KS (+) (AmpicillinR)    Stratagene, La Jolla, USA 
 
pBluescript II SK (+) (AmpicillinR)    Stratagene, La Jolla, USA 
 
pET28a+ (KanamycinR)    Novagen, Merck    
       Biosciences, Darmstadt 
pJAS35 (AmpicillinR, NovobiocinR)    Pfeifer et al., 1994 
pWL102 (AmpicillinR, MevinolinR)   Lam & Doolittle, 1989 
 
3.2. Mikrobiologische Methoden 
3.2.1. Wachstumsbedingungen der Mikroorganismen 
Verschiedene Stämme von E. coli wurden aerob in LB-Medium (Sambrook & Russel, 2001) 
über Nacht bei 37°C und 180 rpm (Flüssigkulturen) angezogen. Zur Selektion von 
Transformanten mit Antibiotika-Resistenz wurde dem Medium in Abhängigkeit der 
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vorhandenen Resistenzgene 100 µg/ml Ampicillin, 25 µg/ml Kanamycin und/oder 50 µg/ml 
Chloramphenicol zugegeben. 
Hfx. volcanii WR340 wurde in 3 M NaCl Vollmedium mit Histidin (3 M NaCl, 150 mM 
MgSO4, 40 mM KCl, 10 nM MnCl2, 25 mM Tris-HCl, pH 7,2, 0,05% (w/v) CaCl2, 0,5% (w/v) 
Trypton, 0,3% (w/v) Hefeextrakt und 0,02% (w/v) Histidin) angezogen. Bei Festmedium 
wurde 1,8% (w/v) Agar hinzugegeben. Flüssigkulturen wurden aerob bei 180 rpm und 37°C 
und Kolonien auf Festmedium bei 42°C in feuchter Atmosphäre drei bis zehn Tage inkubiert. 
Zur Selektion von Transformanten mit Mevinolin- bzw. Novobiocin-Resistenz wurde dem 
Medium das entsprechende Antibiotikum mit einer Endkonzentration von 6 µg/ml 
(Mevinolin) bzw. 0,2 µg/ml (Novobiocin) zugefügt. 
 
3.2.2.  Wachstumskurve von Hfx. volcanii - Transformanten 
Zellen von Hfx. volcanii WR340-Transformanten wurden wie unter 3.2.1 beschrieben 
kultiviert. 50-100 ml Hauptkulturen wurden zu einer OD600nm auf 0,02 angeimpft und bei 37°C 
und 180 rpm inkubiert. Um das Wachstumsverhalten der Zellen zu überprüfen, wurde die 
optische Dichte (OD600nm) der Kulturen zu unterschiedlichen Zeitpunkten, während des 
Wachstums gemessen (Wachstumskurve) und die Werte dokumentiert. In der spät-
exponentiellen Wachstumsphase wurden Proben für Western-Analysen, zur Plasmidisolierung 
und für mikroskopische Analysen entnommen.  
 
3.2.3.  Transformation von E.coli 
Die Transformation chemisch-kompetenter E.coli-Zellen erfolgte nach der Methode von 
Sambrook et al., 1989 durch Hitzeschock. Der E.coli-Stamm TOP 10F wurde verwendet um 
Plasmide zu amplifizieren, die für Sequenzierung, Restriktionsanalyse und Transformation 
von E.coli GM1674 verwendet wurden. Der E.coli -Stamm GM1674 (Palmer & Marinus, 1994) 
wurde verwendet, um Plasmid-DNA ohne dam-Methylierung für die Transformation von Hfx. 
volcanii WR430 zu erhalten. 
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3.2.4.  Konstrukte für die Transformation von E.coli  BL-21 (DE3) 
p-gvpL x pet28a enthält das 886 bp BamHI-HindIII-Fragment des p-gvpL-Leserahmens 
inseriert in den His-tag-Expressionsvektor pet28a. 
p-gvpH x pet28a enthält das 578 bp BamHI-HindIII-Fragment des p-gvpH-Leserahmens 
inseriert in den His-tag-Expressionsvektor pet28a. 
p-gvpM x pet28a enthält das 284 bp BamHI-HindIII-Fragment des p-gvpM-Leserahmens 
inseriert in den His-tag-Expressionsvektor pet28a. 
p-gvpJ x pet28a enthält das 375 bp BamHI-HindIII-Fragment des p-gvpM-Leserahmens 
inseriert in den His-tag-Expressionsvektor pet28a. 
 
3.2.5. Transformation von Hfx. volcanii  WR340 
Die Transformation von Hfx. volcanii WR340 erfolgte wie in Pfeifer und Ghahraman, 1993 
beschrieben. Vor der Transformation wurde die Plasmid-DNA durch E.coli GM1674 dam- 
passagiert, um Plasmid-DNA zu erhalten, deren Adeninreste in der Erkennungssequenz GATC 
nicht methyliert sind. Auf diese Weise wird eine halobakterielle Restriktionsbarriere 
umgangen, die entsprechend methylierte DNA fragmentiert. Dadurch wird eine höhere 
Transformationseffizienz bei Hfx. volcanii WR340 erreicht (Holmes et al., 1991). 
Für die Transformation von Hfx. volcanii wurden einige Tage zuvor 5 ml 3 M Vollmedium + 
Histidin mit Hfx. volcanii WR340 inokuliert und über Nacht bei 180 rpm und 37°C inkubiert. 
Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (OD600nm von 0,2-0,7), wurden 1 ml 
Zellsuspension abgenommen, bei 13.000 rpm für 2 min abzentrifugiert und das Zellsediment 
in 100 µl 1 M Sphäroblastierungslösung resuspendiert. Nach Zugabe von 10 µl 1 M 
Sphäroblastierungslösung + 0,5 M EDTA erfolgte eine fünfminütige Inkubation bei Zimmer-
temperatur. Die Zellsuspension wurde anschließend aliquotiert und zu je 22 µl wurde 1 µl 
Plasmid-DNA gegeben. Jeder Transformationsansatz wurde langsam mit 2 µl 60% PEG in 
Sphäroblastierungslösung versetzt und vorsichtig mit der Pipettenspitze gemischt, bis keine 
Schlieren mehr zu sehen waren. Nach einer Inkubation von 20 min bei Zimmertemperatur 
wurden die Ansätze mit 3 M Vollmedium + Histidin mit 15% Sucrose (1,5 mg/ml) auf ein 
Volumen von 1 ml aufgefüllt und zur Regeneration für 3-5 h bei 42°C stehend inkubiert. 
Danach wurden die Zellen für 2 min bei 13.000 rpm sedimentiert, 900 µl des Überstandes 
verworfen und das Zellsediment in den verbleibenden 100 µl resuspendiert. Die 
Ausplattierung erfolgte auf 3 M Vollmedium + Histidin-Agarplatten mit entsprechender 
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Antibiotika-Supplementation (Novobiocin bei der Transformation mit pJAS35, Mevinolin bei 
der Transformation mit pWL102 bzw. mit beiden Antibiotika bei einer Doppeltransformation). 
Die Nährböden wurden für 3-5 Tage in feuchter Atmosphäre bei 42°C inkubiert, bis Kolonien 
erkennbar waren. 
 
3.2.6.  Konstrukte für die Transformation von Hfx. volcanii  WR340 
Die synthetischen Oligonukleotide, die für die Herstellung der Plasmidkonstrukte verwendet 
wurden, sind in Tabelle 1 aufgeführt. 
Konstrukte im Expressionsvektor pWL102  
p-vac (M-O in pWL102) enthält das 9909 bp MroI-SspI-Fragment der gesamten p-vac Region 
aus Hbt. salinarum PHH1(Offner et al., 2000). 
pvacΔM (L-O in pWL102) enthält das 9189 bp SspI-Fragment der p-vac Region aus Hbt. 
salinarum PHH1 ohne den gvpM-Leserahmen (Offner et al., 2000). 
gvp-Leserahmen im Expressionsvektor pJAS35 
Der halobakterielle shuttle-Vektor pJAS35 besitzt einen Ferredoxin-Promotor (Pfdx) unter 
dessen Kontrolle die Expression des jeweiligen inserierten Leserahmens erfolgt (Pfeifer et al., 
1993; Pfeifer et al., 1994). Als Selektionsgene trägt der pJAS35-Vektor das ß-Lactamase-Gen 
für eine Ampicillin-Resistenz in E.coli-Transformanten und ein mutiertes GyraseB-Gen (gyrB) 
aus Haloferax alicantei, was zu einer Novobiocin-Resistenz in Hfx. volcanii-Transformanten 
führt (Holmes & Dyall Smith, 1991; Holmes et al., 1991). In dieser Arbeit wurden die 
verschiedenen gvp-Leserahmen aus der p-vac Region sowohl über die Schnittstellen für NcoI 
und Acc651 als auch über die Schnittstellen für PstI und Accc651 inseriert. Die 
Expressionsstärke des jeweiligen gvp-Gens ist unabhängig von der Inserierungsstelle in Hfx. 
volcanii-Transformanten vergleichbar (Daten nicht gezeigt). 
pFex enthält das 641 bp NcoI-Acc651-Fragment des gvpF-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35 (Castorph, Diplomarbeit, 2003). 
pGex enthält das 264 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpG-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35. 
pHex enthält das 595 bp NcoI-Acc651-Fragment des gvpH-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35 (Hofacker, Dissertation, 2002). 
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pIex enthält das 454 bp NcoI-Acc651-Fragment des gvpI-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35 (Hofacker, Dissertation, 2002). 
pJex enthält das 344 bp NcoI-Acc651-Fragment des gvpJ-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35 (Castorph, Diplomarbeit, 2003). 
pKex enthält das 354 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpK-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35. 
pLex enthält das 845 bp NcoI-Acc651-Fragment des gvpL-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35 (Castorph, Diplomarbeit, 2003). 
pMex enthält das 412 bp NcoI-Fragment des gvpM-Leserahmens im halobakteriellen 
Expressionsvektor pJAS35 (Offner et al., 2000). 
pGHIJKLMex enthält das 3166 bp NcoI-Fragment des gvpGHIKLM-Leserahmens im 
halobakteriellen Expressionsvektor pJAS35 (Offner et al., 2000).  
pGMex enthält das 521 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpG- und gvpM-Leserahmens. Das 
gvpG-Fragment wurde über PstI (die erste Base der Schnittstelle liegt 6 Nukleotide 
stromaufwärts des gvpG-Startcodons) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle folgt 
stromabwärts direkt nach dem gvpG-Stopcodon) in pJAS35 inseriert und das gvpM-Fragment 
über NcoI (die erste Base der Schnittstelle liegt 2 Nukleotide stromaufwärts des gvpM-
Startcodons) und Acc651. 
pHMex enthält das 818 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpH- und gvpM-Leserahmens. Das 
gvpH-Fragment wurde über PstI (die erste Base der Schnittstelle liegt 6 Nukleotide 
stromaufwärts des gvpH-Startcodons) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle folgt 
stromabwärts direkt nach dem gvpH-Stopcodon) in pJAS35 inseriert und das gvpM-Fragment 
über NcoI (die erste Base der Schnittstelle liegt 2 Nukleotide stromaufwärts des gvpM-
Startcodons) und Acc651. 
pJMex enthält das 614 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpJ- und gvpM-Leserahmens. Das gvpJ-
Fragment wurde über PstI (die erste Base der Schnittstelle liegt 6 Nukleotide stromaufwärts 
des gvpJ-Startcodons) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle folgt stromabwärts direkt 
nach dem gvpJ-Stopcodon) in pJAS35 inseriert und das gvpM-Fragment über NcoI (die erste 
Base der Schnittstelle liegt 2 Nukleotide stromaufwärts des gvpM-Startcodons) und Acc651. 
pLMex enthält das 1260 bp NcoI-Fragment des gvpL- und gvpM-Leserahmens (Offner et al., 
2000). 
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GFPex enthält das 729 bp PstI-Acc651-Fragment des gfp-Leserahmens aus pJAM1020 im 
halobakteriellen Expressionsvektor pJAS35. 
pMgfp
ex enthält das 996 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpM-Leserahmen, 
welcher am 3'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gvpM-Stopcodon wurde 
deletiert und ein Alanin-Linker (15 Nukleotide mit der Basenfolge GCA) zwischen die beiden 
Leserahmen eingefügt (Sartorius-Neef & Pfeifer, unpubliziert). 
pLgfp
ex enthält das 1587 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpL-Leserahmen, 
welcher am 3'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gvpL-Stopcodon wurde 
deletiert und ein Alanin-Linker (15 Nukleotide mit der Basenfolge GCG-GCC-GCA-GCT-GCA) 
zwischen die beiden Leserahmen eingefügt. 
pHgfp
ex enthält das 1290 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpH-Leserahmen, 
welcher am 3'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gvpH-Stopcodon wurde 
deletiert und ein Alanin-Linker (15 Nukleotide mit der Basenfolge GCG-GCC-GCA-GCT-GCA) 
zwischen die beiden Leserahmen eingefügt. 
pGgfp
ex enthält das 993 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpG-Leserahmen, 
welcher am 3'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gvpG-Stopcodon wurde 
deletiert und ein Alanin-Linker (15 Nukleotide mit der Basenfolge GCG-GCC-GCA-GCT-GCA) 
zwischen die beiden Leserahmen eingefügt. 
pJgfp
ex enthält das 1086 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpJ-Leserahmen, 
welcher am 3'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gvpJ-Stopcodon wurde 
deletiert und ein Alanin-Linker (15 Nukleotide mit der Basenfolge GCG-GCC-GCA-GCT-GCA) 
zwischen die beiden Leserahmen eingefügt. 
pgfpM
ex enthält das 996 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpM-Leserahmen, 
welcher am 5'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gfp-Stopcodon wurde 
deletiert und ein Alanin-linker (15 Nukleotide mit der Basenfolge GCG-GCC-GCA-GCT-GCA) 
zwischen die beiden Leserahmen eingefügt. 
pgfpJ
ex enthält das 1086 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpJ-Leserahmen, 
welcher am 5'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gfp-Stopcodon wurde 
deletiert und ein Alanin-Linker (15 Nukleotide mit der Basenfolge GCG-GCC-GCA-GCT-GCA) 
zwischen die beiden Leserahmen eingefügt. 
pGgfp(Ala-Gly)
ex enthält das 996 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpG-
Leserahmen, welcher am 3'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gvpG-
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Stopcodon wurde deletiert und ein Alanin-Glycin-Linker ( 18 Nukleotide mit der Basenfolge 
GCG-GGA-GCA-GGT-GCG-GGA) über Mutagenese-PCR zwischen die beiden Leserahmen 
eingefügt.  
pJgfp(Ala-Gly)
ex enthält das 1089 bp PstI-Acc651-Fragment bestehend aus dem gvpJ-
Leserahmen, welcher am 3'-Ende mit dem gfp-Leserahmen fusioniert wurde. Das gvpJ-
Stopcodon wurde deletiert und ein Alanin-Glycin-Linker ( 18 Nukleotide mit der Basenfolge 
GCG-GGA-GCA-GGT-GCG-GGA) über Mutagenese-PCR zwischen die beiden Leserahmen 
eingefügt.  
pHMgfp
ex enthält das 1547 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpH- und gvpM-gfp-Leserahmens. 
Das gvpH-Fragment wurde über PstI (die erste Base der Schnittstelle liegt 6 Nukleotide 
stromaufwärts des gvpH-Startcodons) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle folgt 
stromabwärts direkt nach dem gvpH-Stopcodon) und NcoI in pJAS35 inseriert und der gvpM-
gfp-Leserahmen über NcoI (die erste Base der Schnittstelle liegt 2 Nukleotide stromaufwärts 
des gvpM-Startcodons) und Acc651. 
pLMgfp
ex enthält das 1844 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpL- und gvpM-gfp-Leserahmens. 
Das gvpL-Fragment wurde über PstI (die erste Base der Schnittstelle liegt 6 Nukleotide 
stromaufwärts des gvpL-Startcodons) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle folgt 
stromabwärts direkt nach dem gvpL-Stopcodon) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle 
liegt 2 Nukleotide stromaufwärts des gvpM-Startcodons) in pJAS35 inseriert und der gvpM-
gfp-Leserahmen über NcoI und Acc651. 
pHgfpM
ex enthält das 1547 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpH-gfp und gvpM-Leserahmens. 
Das gvpH-gfp-Fragment wurde über PstI (die erste Base der Schnittstelle liegt 6 Nukleotide 
stromaufwärts des gvpH-Startcodons) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle folgt 
stromabwärts direkt nach dem gfp-Stopcodon) und NcoI in pJAS35 inseriert und der gvpM-
Leserahmen über NcoI (die erste Base der Schnittstelle liegt 2 Nukleotide stromaufwärts des 
gvpM-Startcodons) und Acc651.  
pLgfpM
ex enthält das 1844 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpL-gfp und gvpM-Leserahmens. Das 
gvpL-gfp-Fragment wurde über PstI (die erste Base der Schnittstelle liegt 6 Nukleotide strom-
aufwärts des gvpL-Startcodons) und NcoI (die erste Base der Schnittstelle folgt stromabwärts 
direkt nach dem gfp-Stopcodon)und NcoI in pJAS35 inseriert und der gvpM-Leserahmen über 
NcoI (die erste Base der Schnittstelle liegt 2 Nukleotide stromaufwärts des gvpM-Startcodons) 
und Acc651.  
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Mutationen im gvpM-Leserahmen 
pMR20A/D21A
ex enthält das 267 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 2 Nukleotiden an Position 58 und 59 und einer Substitution von 1 Nukleotid 
an Position 62 in pJAS35. Die Substitutionen führen zum Austausch von Arginin zu Alanin an 
Position 20 und Aspartat zu Alanin an Position 21 in GvpM. 
pMR20D/D21R
ex enthält das 267 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 2 Nukleotiden an Position 58 und 59 und einer Substitution von 2 
Nukleotiden an Position 61 und 62 in pJAS35. Die Substitutionen führen zum Austausch von 
Arginin zu Aspartat an Position 20 und Aspartat zu Arginin an Position 21 in GvpM. 
pMG22D
ex enthält das 267 bpPstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 2 Nukleotiden an Position 65 und 66 in pJAS35. Die Substitution führt zu 
dem Aminosäureaustausch von Glycin zu Aspartat an Position 22 in GvpM. 
pMA23D
ex enthält das 267 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 1 Nukleotid an Position 68 in pJAS35. Die Substitution führt zu dem 
Aminosäureaustausch von Alanin zu Aspartat an Position 23 in GvpM. 
pMV24D
ex enthält das 267 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 2 Nukleotiden an Position 71 und 72 in pJAS35. Die Substitution führt zu 
dem Aminosäureaustausch von Valin zu Aspartat an Position 24 in GvpM. 
pMA48D
ex enthält das 267 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 1 Nukleotid an Position 143 in pJAS35. Die Substitution führt zu dem 
Aminosäureaustausch von Alanin zu Aspartat an Position 48 in GvpM. 
pMI36M
ex enthält das 267 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 1 Nukleotid an Position 108 in pJAS35. Die Substitution führt zu dem 
Aminosäureaustausch von Isoleucin zu Methionin an Position 36 in GvpM. 
pMY56A
ex enthält das 267 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer 
Substitution von 2 Nukleotiden an Position 166 und 167 in pJAS35. Die Substitution führt zu 
dem Aminosäureaustausch von Tyrosin zu Alanin an Position 56 in GvpM. 
pMΔ5N
ex enthält das 255 bp PstI-Acc651-Fragment des gvpM-Leserahmens mit einer Deletion 
von 4 Aminosäuren am N-Terminus des GvpM in pJAS35. Das Startcodon, welches für 
Methionin codiert wurde beibehalten, die Aminosäuren an den Positionen 2 bis 5 wurden 
deletiert. 
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3.3. Molekularbiologische Methoden 
3.3.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Saiki et al., (1988) wurde angewendet, um 
spezifische DNA-Fragmente aus Plasmid-DNA zu amplifizieren. Hierbei wird die Einführung 
von Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen und/oder Mutationen in die Zielsequenz 
möglich. Die Reaktion erfolgte in einem rechnergesteuerten T3000 Thermocycler (Biometra, 
Göttingen). Zur Amplifizierung wurde ein Gemisch aus Taq-DNA-Polymerase und Pfu-DNA-
Polymerase im Verhältnis von 20:1 verwendet. Der initiale Denaturierungsschritt der DNA-
Matrize erfolgte für 5 min bei 95°C. Hierauf folgte die Anlagerung der synthetischen 
Oligonukleotide für 30 sec. Die Temperatur für die Anlagerung wurde in Abhängigkeit der 
Länge und des GC-Gehaltes der Oligonukleotide gewählt. Im dritten Schritt erfolgte die 
Elongation bei 72°C für einen Zeitraum von 1 min pro zu amplifizierenden kb DNA. Es folgten 
34 identische Zyklen und ein abschließender Zyklus bei dem die Elongationszeit auf 7 min 
erhöht wurde, um alle Matrizenstränge nach Anlagerung der Oligonukleotide vollständig zu 
verlängern. Die Amplifikate wurde im Anschluss mittels 1 %igen Agarosegelen analysiert. 
 
Zusammensetzung der PCR-Ansätze: 
Plamid-DNA   25-50 ng 
Reaktionspuffer (-MgCl2) 1/10 vol 
MgCl2    1-5 mM 
dNTP-Mix (2 mM)  5 µl 
Primer    je 25 pmol 
Taq-DNA-Polymerase  1,9 U 
Pfu-DNA Polymerase  0,05 U 
doppelt deonisiertes H2O ad 50 µl 
 
3.3.2. Ortsspezifische Mutagenese-PCR 
Mit der ortsspezifischen Mutagenese-PCR lassen sich gezielt Mutationen wie Substitutionen, 
Insertionen oder Deletionen in doppelsträngige Plasmid-DNA einführen. Hierbei wurde die 
Pfu-Ultra-Polymerase eingesetzt, die die Einführung von Mutationen in doppelsträngige 
Plasmid-DNA in vitro ermöglicht. Dies erfolgt durch Amplifikation des gesamten Vektors 
inklusive Insert in einem Schritt. Eine anschließende Klonierung der Zielsequenz in einen 
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Vektor ist somit nicht erforderlich. Benötigt werden zwei synthetische Oligonukleotide, die 
jeweils zu einem Strang der Template-DNA komplementär sind und die gewünschten 
Mutationen enthalten. Die Sequenz der synthetischen Oligonukleotide richtet sich nach den 
einzuführenden Mutationen. 
Für die Einführung von Deletionen in die Zielsequenz werden die synthetischen 
Oligonukleotide so gewählt, dass sie mit ihren 5' Enden direkt aneinander lagern, wobei die 
zu deletierende Sequenz ausgegrenzt wird. Die Oligonukleotide werden durch die Pfu-Ultra-
DNA-Polymerase in 5'-3'-Richtung verlängert und es entsteht ein linearisiertes Vektor-
Fragment mit glatten Enden (blunt ends). Vor der Transformation von E.coli  TOP 10 F 
Zellen, müssen die 5'-Enden der amplifizierten Plasmid-DNA phosphoryliert und über Ligation 
die Enden zu einem zirkulären Plasmid verknüpft werden. 
Bei der Einführung von Punktmutationen in die Zielsequenz wurden die synthetischen 
Oligonukleotide so gewählt, dass beide komplett überlappen und die gewünschte Mutation in 
der Mitte ihrer Sequenz tragen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die mutationstragende 
Sequenz 5' und 3' von mindestens 10 zur Zielsequenz komplementären Nukleotiden flankiert 
wird. Die Oligonukleotide wurden wiederum durch die Pfu-Ultra-Polymerase verlängert und 
es enstand ein linearisiertes Vektor-Fragment mit versetzten Enden (staggered nicks). In 
diesem Fall erfolgte die Transformation von E.coli TOP 10 F Zellen direkt ohne vorherige 
Phosphorylierung und Ligation des PCR-Produktes.  
Die PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von 25 µl in einem T3000 Thermocycler 
(Biometra, Göttingen) durchgeführt. 
 
Zusammensetzung der PCR-Ansätze: 
Plasmid-DNA   25 ng 
Reaktionspuffer  1/10 vol  
dNTP-Mix (2 mM)  2,5 µl 
Primer    je 125 ng 
Pfu-Ultra-Polymerase  2,5 U 
doppelt deionisiertes H2O ad 25 µl 
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Temperaturprofil der Mutagenese-PCR: 
Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
95°C 30 sec                         1 
95°C 
Schmelztemperatur der Primer 
minus 5°C 
 
 
68°C 
30 sec 
1 min     
 
4 min                       
 
 
                18 
 
 
Im Anschluss an die PCR wurde der Ansatz mit 10 U der Restriktionsendonuklease DpnI für 1 
h bei 37°C hydrolysiert, welche spezifisch methylierte DNA erkennt und spaltet. Aus E.coli 
isolierte DNA ist dam+ methyliert und somit angreifbar für eine DpnI-Hydrolyse. Auf diese 
Weise wird die parentale DNA-Matrize fragmentiert und die neu synthetisierte DNA mit der 
Mutation selektiert. Das PCR-Produkt wurde gereinigt und falls erforderlich die 5'-Enden der 
amplifizierten Plasmid-DNA durch die T4-Phosphonukleotidkinase phosphoryliert. Hierfür 
wurden 18 µl des PCR-Produktes mit 2 µl T4-Ligase-Puffer und 10 U T4-Phosphonukleotid-
kinase versetzt und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde der Reaktionsansatz 
abgekühlt und mit 400 U T4-Ligase für 2 h bei Zimmertemperatur inkubiert. Die folgende 
Transformation von E.coli TOP 10 F Zellen erfolgte mit dem kompletten Ligationsansatz. 
Wurden vollständig komplementäre Primer bei der Mutagenese-PCR verwendet, erfolgte die 
Transformation von E.coli TOP 10 F direkt mit 10 µl des aufgereinigten PCR-Ansatzes. 
 
3.3.3. Molekularbiologische Standardtechniken 
Die hydrolytische Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen wurde nach Angaben 
des Herstellers durchgeführt. Zur Analyse und Präparation wurden DNA-Fragmente über 
1%ige Agarosegele mittels Elektrophorese aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 0,5x TAE-Puffer 
(Tris-Acetat/EDTA-Puffer, Sambrook & Russell, 2001) verwendet. Vor der Auftrennnung 
wurden die DNA-Proben mit DNA-Auftragspuffer versetzt (0,25% Bromphenolblau, 50% 
Saccharose, 0,1 M EDTA). Anschließend wurden die Gele für 10-20 min in einer 
Ethidiumbromidlösung (1 µg/ml in dH2O) gefärbt und für die gleiche Zeit in Wasser entfärbt. 
Durch Anregung mit UV-Licht wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente im Gel visualisiert 
(Sambrook & Russell, 2001). 
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Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAEX II Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. 
Die Aufreinigung von PCR-Fragmenten erfolgte mit dem GeneEluteTM PCR Clean-up Kit 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) nach Angaben des Herstellers. 
Für Ligationen wurden linearisierte Vektor- und Insert-DNA in einem Volumenverhältnis von 
1:2,4 zusammen gegeben und für 90-120 min bei Zimmertemperatur mit T4-DNA-Ligase 
(New England, Biolabs) inkubiert. 
Vor der Transformation von E.coli TOP10F mit dem Ligationsansatz wurde das Enzym für 20 
min bei 65°C hitzeinaktiviert. 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli erfolgte mit dem E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit I 
(Omega Bio-Tek, Inc., Norcross, USA) oder dem GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma, 
St. Louis, USA), wobei jeweils nach den Angaben des Herstellers vorgegangen wurde. 
Die DNA-Sequenzierungen wurden vom Sequencing Service des Biozentrums der LMU 
München durchgeführt. 
 
3.3.4. Plasmidisolierung aus Hfx. volcanii  WR340 
Die Plasmidisolierung aus Hfx.volcanii WR340 erfolgte mit dem Quiaprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen GmbH) nach Angaben des Herstellers. Abweichend vom Protokoll wurde zur Lyse der 
Zellen ein für die Plasmidisolierung aus Halobakterien hergestellter Puffer P1 verwendet. 
Nach Zugabe von 350 µl Puffer N3 erfolgte eine Inkubation für 5 min auf Eis. Anschließend 
wurde für 15-20 min und 4°C bei 13.000 rpm zentrifugiert. Um sicherzustellen, dass der 
gesamte Waschpuffer von der Membran entfernt und kein Ethanol verschleppt wird, wurde 
die Dauer des letzten Zentrifugationsschrittes auf 2 min erhöht. Die Plasmid-DNA wurde mit 
30 µl ddH2O eluiert. 
 
3.3.5.  Nachweis von DNA-Fragmenten mittels Southern-Analyse 
Zur eindeutigen Identifizierung des gvpMMut-Gens in Hfx. volcanii p-vacΔM +pMMut
ex-
Transformanten wurde eine Southern-Analyse mit einer gvpM-spezifischen Sonde 
durchgeführt. 
Nach enzymatischer Hydrolyse der Plasmid-DNA wurden die Fragmente auf einem 1%igen- 
TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde im Anschluss 10 min mit 0,25 
M HCl partiell depuriniert. Zur folgenden Denaturierung und Neutralisierung wurden das Gel 
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für je 15 min in 1,5 M NaCl + 0,5 M NaOH bzw. 1,5 M NaCl + 0,5 M Tris-HCl, pH 7,4 
inkubiert. Der Transfer der DNA-Fragmente auf die Nylonmembran erfolgte nach der Methode 
von Southern (1975) und Sambrook & Russel (2001) durch Kapillarblot in 20x SSC-Puffer (3 
M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0) über Nacht. Die DNA wurde anschließend mittels UV-
Crosslink (UV-Crosslinker, Stratagene) kovalent auf der Membran fixiert. 
Zum Nachweis des gvpM-Fragments wurde eine Digoxygenin-markierte DNA-Sonde 
verwendet, die spezisch an das gvpM bindet. Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen 
wurde die Membran zunächst für min 2 h mit Hybridisierungslösung (50% (v/v) Formamid, 
2% (v/v) Blockierungsreagenz, 0,1% (v/v) Laurylsarcosin, 0,02% (v/v) SDS, 5x SSC) bei 
42°C inkubiert. Die Hybridisierung mit der Digoxygenin-markierten gvpM-DNA-Sonde erfolgte 
über Nacht bei 42°C. Das Waschen der Membran erfolgte nach Sambrook & Russel (2001). 
Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgte mit dem CDP-Star-Reagenz nach Angaben des 
Herstellers. 
 
3.3.6.  Herstellung  Digoxygenin-markierter DNA-Sonden 
Die Herstellung von Digoxygenin-markierten DNA-Sonden erfolgte mit dem DIG DNA 
Labeling Mix (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers. Hierbei wurde 
die DNA-Sonde mittels PCR amplifiziert und dabei durch den Einbau von Digoxygenin-
markierten dUTPs markiert. Die PCR wurde in einem Thermocycler (T3000, Biometra) 
durchgeführt und die Zyklusparameter entsprechend des zu amplifizierenden DNA-
Fragmentes gewählt. Anschließend wurde die DNA-Sonde mit dem PCR-Clean-up Kit nach 
Angaben des Herstellers aufgereinigt und für Southern-Analysen eingesetzt. 
Die Herstellung der gvpM-Sonde erfolgte mittels des p-vac x pWL102-Konstrukts als Matrize 
und den Oligonukleotiden 5'XbaI+GvpM und 3'HindIII+GvpM (siehe Tabelle 1). 
 
3.4. Proteinchemische Methoden 
3.4.1. Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode 
Die Bestimmung der Konzentration an Gesamtprotein in einem Zelllysat erfolgte mittels der 
Bradford-Methode (Ausubel et al., 1988). 
Dazu wurden 980 µl Bradford-Reagenz mit 20 µl einer Proteinlösung vermischt und nach 5-
minütiger Inkubation bei Zimmertemperatur die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Anhand 
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einer zuvor ermittelten Eichreihe mit Rinderserumalbumin (BSA) von 0,125-1 mg/ml wurde 
die Proteinkonzentration in der Lösung ermittelt. 
 
3.4.2. Herstellung halobakterieller  Proteinextrakte für Western-Analysen 
Die Herstellung eines Zelllysates und die Isolierung der löslichen Proteinfraktion ermöglicht 
mit Hilfe einer Western-Analyse den immunologischen Nachweis eines spezifischen Proteins. 
Die Probenentnahme der Kulturen erfolgte in der spät-exponentiellen Wachstumsphase bei 
einer OD600 von 1,5-2,0. Es wurden 6 ml (oder 50 ml) Kultur in sterile Reaktionsgefäße über-
führt und für 20 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellsediment wurde bei -20°C 
aufbewahrt oder gleich zur Herstellung des Zelllysates weiterverarbeitet. Hierfür wurde das 
Zellsediment in 400 µl (oder 2 ml) TE-Puffer + 1 µg/ml DNAse I resuspendiert und zur Zell-
lyse für 30 min stehend bei Zimmertemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Zelllysate 
für mind. 2 h bei Zimmertemperatur gegen 10 mM Tris-HCl, pH 7,2 dialysiert um das Salz zu 
entfernen. Unlösliche Zellbestandteile und Zellmembranen wurden bei 13.000 rpm und 4°C 
für 20 min sedimentiert. Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und 
nach Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration für Western-Analysen eingesetzt. 
Frühere Versuche haben gezeigt, dass bei der oben beschriebenen Herstellung der Zelllysate 
der Nachweis des relativ hydrophoben GvpM-Proteins nur ein sehr schwaches oder gar kein 
Signal lieferte. Vermutlich ist das durch die starke Tendenz von GvpM zur Aggregation 
erklärbar. Größere GvpM-Aggregate landen bei der Zentrifugation nach der Dialyse im 
Sediment und werden verworfen, und in der löslichen Proteinfraktion ist GvpM dann nur sehr 
schwach oder gar nicht nachweisbar. Aus diesem Grund wurden zum Nachweis von GvpM 
oder anderer aggregierender Gasvesikelproteine jeweils 50-100 ml Zellen aus der spät-
exponentiellen Wachstumsphase entnommen, bei 5000 rpm und 4°C für 20 min zentrifugiert, 
das Zellsediment in 2-3 ml TE-Puffer + 1 µg/ml DNaseI resuspendiert und für 30 min bei 
Zimmertemperatur inkubiert. Die Dialyse zum Entsalzen der Proben wurde wie oben 
beschrieben durchgeführt. Die Zelllysate wurden anschließend für 20 min bei 5000 rpm und 
4°C zentrifugiert. Dieser Zentrifugationsschritt wurde fünfmal wiederholt. Der Überstand 
wurde dabei jedes Mal in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und das Zellsediment in 500 
µl 10 mM Tris-HCl, pH 7,2 resuspendiert. Der Überstand nach dem letzten Zentrifugations-
schritt (Fraktion 1) wurde zur weiteren Analyse verwendet und enthielt vor allem lösliche 
Proteine, während das Sediment (Fraktion 2) aggregierende und membrangebundene 
Proteine enthielt. Die Proteinkonzentration beider Fraktionen wurde durch den Bradford-
Assay bestimmt und beide für Western-Analysen eingesetzt. Durch den Vergleich der beiden 
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Fraktionen konnten außerdem Aussagen darüber getroffen werden, ob das Protein eine 
Tendenz zum Aggregieren zeigt oder ob es sich um ein lösliches Protein handelt. 
 
3.4.3.  Isolierung einzelner Proteine aus Hfx. volcanii  für in vitro Studien 
Für Interaktionsstudien wurden Hfx. volcanii WR340-Transformanten, die verschiedene gvp-
Gene unter Kontrolle des fdx-Promotors in pJAS35 exprimierten, in 3 M Vollmedium + 
Histidin mit 0,2 µg/ml Novobiocin bei 37°C und 180 rpm angezogen. Bei einer OD600 von 1,5-
1,8 wurden jeweils 50 ml Zellen bei 4°C und 5000 rpm zentrifugiert und das Zellsediment in 
5ml Lysepuffer (2,5M KCl, 50 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 5% Glycerin, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0) 
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte über Ultraschall (3x 10 sec) mit einer Mikrospitze 
auf Eis. Membranbestandteile und Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 5000 rpm 
und 4°C für 20 min von der löslichen Proteinfraktion abgetrennt. Das Zelllysat wurde für 
Interaktionsstudien verwendet, nachdem die Proteinkonzentration mit der Bradford-Methode 
bestimmt wurde. 
 
3.4.4. Natriumdodecylsulfat (SDS)- Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Zur Auftrennung und Analyse von Proteinen wurden halobakterielle Zellysate auf 12%igen 
SDS-Gelen nach Schägger (Schägger & von Jagow, 1987) aufgetrennt. Diese bestanden aus 
einem 4%igen Sammelgel und einem 12%igen Trenngel. Nach Bestimmung der 
Proteinkonzentration wurden die Zelllysate mit 3x SDS-Probenauftragspuffer versetzt und für 
1-2 min bei 95 °C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte für ca. 2 h bei 100 V. 
 
3.4.5. Proteinfärbung in Polyacrylamidgelen 
Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Proteine im Polyacrylamidgel durch 
Inkubation in kolloidalen Coomassie (20% (v/v) Roti®-Blue (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), 
20% (v/v) Methanol, 60% (v/v) deionisiertes Wasser) über Nacht gefärbt. Das Entfärben 
erfolgte am nächsten Tag durch mehrmaliges Waschen mit dH2O. 
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3.4.6. Herstellung von Antiseren gegen halobakterielle Proteine 
Zur Herstellung eines p-GvpJ-Antiserums wurde das GvpJ rekombinant mit einem N-
terminalen 6xHis-tag in E.coli BL21 produziert. Hierfür wurde zunächst der p-gvpJ-
Leserahmen in den His-tag- Expressionsvektor pET28a (+) inseriert. Die Produktion und 
anschließende Aufreinigung von GvpJ über eine Ni-NTA-Matrix erfolgte wie unter Abschnitt 
3.4.8 beschrieben. Das aufgereinigte GvpJ-His-Protein wurde zur Generierung eines 
spezifischen GvpJ-Antiserums in Kaninchen verwendet (SEQLAB Göttingen). 
Weitere in dieser Arbeit verwendete Antiseren waren bereits vorhanden und wurden unter 
den gleichen Bedingungen hergestellt.  
 
3.4.7.  Nachweis von Proteinen mittels Western-Analyse 
Für den spezifischen Nachweis von Proteinen wurden halobakterielle Gesamtproteinextrakte 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran übertragen, um 
bestimmte Proteine anschließend durch Anlagerung spezifischer Antiseren nachzuweisen. 
In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Varianten der Western-Analyse durchgeführt: 
Einmal die Übertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran durch ein 
Nassblotverfahren mit anschließender Detektion der Proteine durch einen mit 
Merrettichperoxidase gekoppelten sekundären Antikörper und zum anderen die Übertragung 
der Proteine auf eine PVDF-Membran mittels semi-dry Blot und anschließender Detektion der 
Proteine durch einen Fluoreszenz-markierten sekundären Antikörper. 
Der Tranfer der Proteine durch das Nassblotverfahren erfolgte in einer mit 1x Western-
Transferpuffer gefüllten Blotkammer (Biorad) für 1 h bei 100V und 4°C. Als Größenstandard 
wurde ein gefärbter Proteinmarker verwendet, der bei erfolgreicher Durchführung auf die 
Nitrocellulosemembran übertragen wurde. Die Membran wurde nach dem Blotten mit 
Ponceau-Rot gefärbt, um ein Auftragen gleicher Mengen Protein auf die Membran zu 
überprüfen. Nach Entfärben der Membran in 1x PBS, erfolgte die Blockierung in 2% 
Magermilch in PBS + 0,05% Tween 20 über Nacht bei Zimmertemperatur, um unspezifische 
Bindestellen der Membran abzusättigen. Für die nun folgende Immunodetektion wurden in 
Kaninchen generierte, gegen halobakterielle Proteine gerichtete Antiseren in einer 
Verdünnung von 1:1000 in Blockpuffer mit der Membran für 1 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Durch anschließendes dreimaliges Waschen für je 10 min in PBS + 0,05% Tween 
20 wurde unspezifisch gebundener Antikörper entfernt. Die Inkubation mit dem an 
Merrettich-Peroxidase gekoppelten sekündären Antikörper erfolgte ebenfalls für 1 h in einer 
1:5000 Verdünnung in Blockpuffer. Nach dreimaligem Waschen für 10 min mit Waschpuffer 
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erfolgte die Immunodetektion mit Hilfe des ECL-Detektion-Kit von Thermofisher Scientific 
nach Angaben des Herstellers. 
Im anderen Fall erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Immobilon-FL-PVDF-Membran 
mittels semi-dry Blot für 1-1,5 h bei 0,08 mA/cm2 Gel. Hier wurde ebenfalls der gefärbte 
Größenstandard verwendet. Die Membran wurde anschließend 3x 5min in TBS gewaschen 
und für 1 h oder über Nacht bei 20°C in Blockpuffer (Licor) inkubiert. Hierauf folgten 4 
Waschschritte in TBS für jeweils 5 min, bevor die Membran mit dem entsprechenden 
Antiserum, verdünnt in TBS (1:1000 für GvpM, GvpG und GvpJ, 1:500 für GvpH und GvpL) 
inkubiert wurde. Dieser Inkubationsschritt erfolgte für 1h bei 20°C oder 4°C über Nacht. Die 
Membran wurde anschließend 4 x für 5 min in 1x PBS + 0,1% Tween 20 gewaschen und mit 
dem sekündären Antikörper (anti-Kaninchen, gekoppelt mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRDye 
800 CW, 1:25000 in Blockpuffer) inkubiert. Nach erneutem Waschen der Membran (4x für 5 
min in PBS + 0,1% Tween20) erfolgte die Detektion der Proteine im Fluoreszenz-Reader 
(Licor). 
 
In dieser Arbeit verwendete Antiseren: 
Antiserum  verwendet zur  produziert in  Referenz 
   Detektion von    
 
Anti-pGvpM  pGvpM  Kaninchen  Tavlaridou et al., 2013 
Anti-pGvpJ  pGvpJ   Kaninchen  Tavlaridou et al., 2013 
Anti-pGvpG  pGvpG   Kaninchen  Offner & Pfeifer, 1995 
Anti-pGvpH  pGvpH   Kaninchen  Sartorius-Neef & 
         Pfeifer, 2004 
 
Anti-pGvpL  pGvpL   Kaninchen  Tavlaridou et al., 2013 
 
Anti-mcGV  pGvpA   Kaninchen  Englert & Pfeifer, 1993 
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3.4.8. Rekombinante Expression und Reinigung von Gvphis-Proteinen aus E.coli  BL21 
Die rekombinante Expression und Reinigung von Hexahistidin-tag (6xHis-tag)-
Fusionsproteinen aus E.coli wurde wie von Peter Zimmermann beschrieben durchgeführt 
(Zimmermann & Pfeifer, 2003). 
Die Gasvesikelproteine pGvpM, pGvpL und pGvpH wurden rekombinant mit einem N-
terminalen 6xHis-tag in E.coli BL21 produziert. Hierfür wurden die Leserahmen der 
entsprechenden Gene über die Restriktionsschnittstellen BamHI und HindIII in den His-tag-
Expressionsvektor pET28a(+) kloniert. 
Der Expressionsvektor pET28a(+) (Novagene) enthält sowohl am 5'- als auch am 3'-Ende 
seiner Klonierungsregion eine Sequenz, die für 6 Histidine kodiert. Die Inserierung eines 
Leserahmens über die Erkennungssequenz der Restriktionsendonukleasen BamHI und HindIII 
führt zur Fusionierung des Leserahmens mit einer 5'-gelegenen 6xHis-Sequenz. Eine hohe 
Expressionsrate des His-Fusionsproteins wird durch den T7-Promotor erzielt, der unter der 
Kontrolle einer lac-Operator-Sequenz steht. Das lac-Repressorprotein ist auf dem pET28a(+)-
Vektor kodiert. Durch Zugabe von IPTG wird die Produktion des His-Fusionsproteins 
induziert. 
Zur Produktion der 6xHis-tag-Fusionsproteine wurde E.coli BL21 mit den gvpX-pET28a-
Konstrukten transformiert und in LB-Medium mit entsprechender Antibiotika-Supplemen-
tation selektiert. Die Transformanten wurden in 5 ml LB-Medium (mit entsprechendem 
Antibiotkum) bei 37°C und 180 rpm über Nacht kultiviert, 1:10 in LB-Medium und Antibiotika 
verdünnt und bis zu einer OD580 von ungefähr 0,5 bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Nach 
Induktion der Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Kultur für weitere fünf 
Stunden schüttelnd inkubiert und anschließend bei 5000 rpm und 4°C für 20 min zum 
Sedimentieren der Zellen zentrifugiert. 
Die 6xHis-tag-Proteine wurden über Metallchelat-Affinitätschromatographie mithilfe von 
Nickel-Nitrilotriessigsäure-Agarose (Ni-NTA-Agarose) gereinigt. Das Zellsediment einer 100 
ml Kultur wurde in 5 ml Lysepuffer (8 M Harnstoff, 100 mM NaH2HPO4, 10 mM Tris-HCl, pH 
8,0) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte über eine Ultraschallbehandlung (3x 10 sec) 
auf Eis. Durch anschließende Zentrifugation bei 5000 rpm und 4°C für 20 min wurden 
Zellmembranen und unlösliche Zellbestandteile sedimentiert und von der löslichen 
Proteinfraktion getrennt. Die Aufreinigung erfolgte im "batch"-Verfahren bei 20°C unter 
Verwendung der löslichen Proteinfraktion. Jeweils 5 ml der löslichen Proteine wurden 20 min 
mit 2 ml Ni-NTA-Agarose inkubiert, welche zuvor mit 5 ml Lysepuffer äquilibriert wurde. Zur 
Sedimentation der Agarose wurde 3 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert und der 
Überstand entfernt. Es folgten 4 Waschschritte zum Entfernen von ungebundenem Protein, 
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wobei die Matrix mit je 5 ml Waschpuffer (8 M Harnstoff, 100 mMNa2HPO4, 10% Glycerin, 
300 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 6,0) für 10 min unter Schütteln bei Zimmertemperatur 
inkubiert wurde. Nach jeder Inkubation wurde für 3 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert 
und der Überstand entfernt. Die Elution der His-tag-Fusionsproteine erfolgte durch Zugabe 
von 2 ml Elutionspuffer (8 M Harnstoff, 100 mM Na2HPO4, 500 mM Imidazol, 10 mM Tris-
HCl, pH 8,0) und 30 minütiger Inkubation. Es folgten 2 weitere Elutionsschritte mit je 1 ml 
Elutionspuffer und 20 minütiger Inkubation. Die Qualität der Aufreinigung wurde über SDS-
PAGE und anschließender Coomassie-Färbung des Gels überprüft. Die Proteinkonzentration 
wurde mit Hilfe des Bradford-Assays bestimmt. Die aufgereinigten GvpHHis-, GvpLHis- und 
GvpMHis-Fusionsproteine wurden durch schrittweise Dialyse in ihre native Konformation 
überführt. Die Dialyse erfolgte bei Zimmertemperatur für je 2 h in Puffern mit 10 mM Tris-
HCl, pH 7,2 sowie steigender Kalium- und sinkender Harnstoffkonzentration (Puffer 1: 4 M 
Harnstoff, 0,8 M KCl; Puffer 2: 2 M Harnstoff, 1,6 M KCl; Puffer 3: 2,5 M KCl). Die Proteine 
wurden anschließend für Interaktionsstudien verwendet.  
 
3.4.9.  Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen über Affinitätschromatographie 
mit gebundenen GvpHis-Proteinen und halobakteriellen Lysaten 
Die Affinitätschromatographie zum Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion wurde wie 
bereits von Peter Zimmermann beschrieben, mit einigen Modifikationen durchgeführt 
(Zimmermann & Pfeifer, 2003). Die rekombinant in E.coli BL21 produzierten und durch 
Dialyse in 2,5 M KCl rückgefalteten Gvp-Proteine wurden für die Interaktionsexperimente 
verwendet. Zur Herstellung einer mit His-tag-Proteinen beladenen Affinitätschromatographie-
matrix wurden 200 µl Ni-NTA-Agarose mit 300 µl Dialysepuffer äquilibriert und mit 20 nmol 
rückgefaltetem His-tag-Protein beladen. Pufferwechsel erfolgten jeweils nach Zentrifugation 
für 3 min und 4°C bei 15.300 rpm und Entfernen des Überstandes. Nach 1-stündiger 
Inkubation mit dem His-tag-Protein erfolgten 2 Waschschritte mit 1 ml Waschpuffer 1 (2,5 M 
KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,2), um ungebundenes Protein zu entfernen. Die GvpHis-beladene 
Matrix wurde für 30 min mit 1,5-2,5 mg der löslichen Gesamtproteinfraktion einer Hfx. 
volcanii-Transformanten inkubiert, die den Leserahmen des putativen Interaktionspartners 
unter Kontrolle des Ferredoxin-Promotors in pJAS35 exprimierte. Hierauf wurde fünfmal mit 
je 1 ml Waschpuffer 2 (Waschpuffer 1 + 50 mM Imidazol) für 10 min gewaschen, wobei der 
letzte Waschschritt nur mit 100 µl Waschpuffer erfolgte. Die Zugabe von niedrig 
konzentriertem Imidazol zum Waschpuffer sollte eine unspezifische Bindung des putativen 
Interaktionspartners an die Säule verhindern. Es folgten 2 Elutionsschritte der GvpHis-Proteine 
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zusammen mit interagierenden Proteinen mit jeweils 100 µl Elutionspuffer (0,5 M Imidazol, 
2,5 M KCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,2) für 20 min. Je 15 µl der letzten Waschfraktion und der 
beiden Elutionsfraktionen wurden für Western-Analysen eingesetzt. 
 
3.5. Quantifizierung der Fluoreszenzintensität 
3.5.1. Zellvorbehandlung für Fluoreszenzmessungen 
Eine direkte Messung der Fluoreszenzintensität im Kulturmedium von lysierten Zellen war 
aufgrund der starken Hintergrundfluoreszenz des Mediums nicht möglich. Daher wurden die 
Zellen zuvor mit 3 M Basalsalzlösung gewaschen. Um eine vergleichbare Zellzahl zu erhalten 
wurden zunächst Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase entnommen und auf die 
gleiche OD600 von 1,4 eingestellt. Die Zellsuspensionen wurden für 3 min bei 8000 rpm 
sedimentiert, der Überstand verworfen und das Zellsediment in 500 µl 3 M Basalsalzlösung (3 
M NaCl, 150 mM MgSO4, 40 mM KCl, 10nM MnCl2) resuspendiert. Der Zentrifugationsschritt 
wurde wiederholt, das Zellsediment jedoch in 1 ml TED-Puffer (TE-Puffer pH 8,0 + 1 µg/ml 
DNAseI) aufgenommen. Nach 1 h Inkubation bei Zimmertemperatur wurden die Lysate am 
Phosphor Imager vermessen. Als Referenzwert wurde TE-Puffer verwendet.  
 
3.5.2. Quantifizierung der Fluoreszenz mittels Phosphor Imager 
Zur Quantifizierung der Fluoreszenzstärke wurden Zelllysate transformierter Hfx. volcanii-
Zellen mittels Phosphor Imager analysiert. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei einer 
Wellenlänge von 473 nm. Zur Visualisierung und Auswertung der Signale wurde die Software 
Image Gauge 4.23 (FujiFilm) verwendet. Über die Pixelintensität der Probe wird die 
Fluoreszenzstärke berechnet, welche in LAU/mm2 (Light absorbing units per mm2) angegeben 
wird.  
 
3.6. Mikroskopische Analysen 
3.6.1. Zellfixierung 
Zur Immobilisierung von Zellen auf Objektträgern wurde eine Salzwasser-Agaroselösung 
hergestellt. Hierzu wurden 0,1 g Agarose in 8 ml ddH2O geschmolzen und mit 12 ml 3 M 
Basalsalzlösung versetzt. Um ein vorzeitiges Gelieren der Agarose zu verhindern, wurde das 
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Basalsalz vor der Zugabe erwärmt. Je 5 µl der Zellsuspension wurden auf Objektträger 
pipettiert und mit einem Tropfen der handwarmen Salzwasser-Agaroselösung vermischt. 
 
3.6.2. Phasenkontrastmikroskopie (PKM) 
Zur Bestimmung der Vac positiven Zellen bei Hfx. volcanii-Transformanten wurden die Zellen 
im Phasenkontrastmikroskop betrachtet. Hierfür wurden Zellen auf Festmedium ausgestrichen 
und für 3-5 Tage bei 42°C und feuchter Atmosphäre inkubiert. Anschließend wurden die 
Platten bei Zimmertemperatur weiter inkubiert. Nach ca. 4 Wochen wurden die Kolonien zur 
Analyse auf dem Objektträger mit 5 µl 3 M Basalsalz vermischt, mit Salzwasser-Agarose fixiert 
und mikroskopiert.  
 
3.6.3. Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) 
Für die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die auf Festmedium gewachsenen 
Zellen in Basalsalz resuspendiert und mit einem Zeiss EM109 Elektronenmikroskop bei 7000- 
bis 20000-facher Vergrößerung betrachtet. Fotografiert wurden die Zellen mit einer Gatan 
MultiScan 600 W Kamera. 
 
3.6.4. Fluoreszenzmikroskopie 
Zur Detektion der Fluoreszenz und Lokalisierung des jeweiligen GFP-Fusionsproteins wurden 
die entsprechenden Transformanten unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Hierbei 
handelte es sich um ein Axioskop von Zeiss. Die Aufnahmen erfolgten durch eine Axiocam 
MR-Kamera. 
Auf Festmedium gewachsene Kolonien wurden auf dem Objektträger mit 5 µl 3 M Basalsalz 
vermischt, mit Salzwasser-Agarose fixiert und mikroskopiert. Zellen in Flüssigmedium wurden 
zunächst für 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, mit Basalsalz gewaschen und nach erneutem 
zentrifugieren in Basalsalz resuspendiert, um die Hintergrundfluoreszenz des Mediums zu 
minimieren. Je 5 µl der Zellsuspension wurde mit Salzwasser-Agarose fixiert und 
mikroskopiert. 
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4. Ergebnisse 
Die Gasvesikelbildung bei Hbt. salinarum PHH1 beruht auf der Expression der 14 gvp-Gene 
der p-vac Region. Die Gene sind in 2 entgegengesetzt orientierten Clustern angeordnet, 
gvpACNO und gvpDEFGHIJKLM (Englert et al., 1992b). Die Expression des gvpFGHIJKLM-
Transkripts wird durch den PF-Promotor gesteuert, der schon während der exponentiellen 
Wachstumsphase aktiv ist (Hofacker et al., 2004). Dies führt zu einer geringen Produktion der 
akzessorischen Gasvesikelproteine GvpF, G, H, I, J, K, L und M. Da diese Proteine früher als 
die Hauptmenge des Strukturproteins GvpA gebildet werden, geht man davon aus, dass sie an 
der Initiation der Gasvesikelbildung beteiligt sind (Pfeifer et al., 1994). Bekannt ist, dass 
neben GvpA und GvpO, die akzessorischen Gasvesikelproteine GvpF, G, J, K, L und M für die 
Gasvesikelbildung essentiell sind (Offner et al., 1996; Offner et al., 2000). Genaue Kenntnisse 
über die Funktion der akzessorischen Proteine existieren aber bisher nicht.  
In dieser Arbeit wurden die Gasvesikelproteine GvpF, G, H, I, J, K, L und M näher untersucht,  
um einen Einblick in deren Funktion bei der Gasvesikelbildung zu erhalten. Dafür sollte der 
Einfluss großer Mengen einzelner Gasvesikelproteine auf die Gasvesikelbildung analysiert 
werden. Weiterhin wurden verschiedene Gasvesikelproteine in vivo mit einer an Hochsalz 
adaptierten Variante des GFP untersucht, um Informationen über putative Aggregationen der 
Proteine zu erhalten. Außerdem sollten über in vitro Protein-Protein-Interaktionsstudien, aber 
auch in vivo mit GFP, Interaktionen des GvpM mit weiteren Gasvesikelproteinen identifiziert 
werden. Schließlich wurden über ortspezifische Mutagenese einzelne Aminosäuren im GvpM 
substituiert bzw. deletiert und der Einfluss dieser Mutation auf die Gasvesikelbildung 
untersucht. Auf diese Weise sollten funktionelle Bereiche dieses Proteins bestimmt werden. 
 
4.1. Gasvesikelbildung bei Überexpression einzelner gvp-Gene 
4.1.1. Analyse der Gasvesikelbildung in p-vac +pXex-Transformanten 
Zur Untersuchung der Überexpression einzelner gvp-Gene in Anwesenheit der p-vac Region 
wurden Hfx. volcanii-Transformanten hergestellt, die neben der p-vac Region (p-vac) den 
Leserahmen eines zusätzlichen gvp-Gens (pXex) exprimierten. Ausgewählt wurden hierfür die 
Leserahmen von gvpF, G, H, I, J, K, L und M. Die gvp-Gene wurden dabei unter Kontrolle des 
starken Ferredoxin-Promotors (Pfdx) in pJAS35 exprimiert, während die p-vac Region unter 
ihrer natürlichen Promotorkontrolle in pWL102 exprimiert wurde. Als Kontrollen dienten 
Transformanten, welche zum einen nur die p-vac Region und zum anderen die p-vac Region 
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und den pJAS35-Vektor ohne gvp-Leserahmen exprimierten. Die pFex-, pHex-, pIex-, pJex-, pLex- 
und pMex-Konstrukte waren zu Beginn der Arbeit bereits vorhanden (Referenzen s. Abschnitt 
3.2.6). Zur Herstellung des pGex-und des pKex-Konstrukts wurden die jeweiligen gvp-
Leserahmen über PCR amplifiziert und dabei Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme 
für die Insertion in pJAS35 eingefügt. Das p-vac x pWL102-Konstrukt wurde hierbei als 
Matrize verwendet. Zur Sequenzierung wurde das PCR-Produkt in den Vektor pBSK+ 
inseriert. Nach Überprüfung der Sequenz folgte die Insertion des Leserahmens in pJAS35. 
Die Anwesenheit der korrekten Plasmide in den jeweiligen Transformanten wurde über 
Plasmidisolierung und anschließende Restriktionsanalyse kontrolliert. Alle Transformanten 
enthielten die gewünschten Plasmide (Daten nicht gezeigt). Zellen der jeweiligen 
Transformanten wurden auf Nährböden ausplattiert und auf die Bildung von Gasvesikeln  
untersucht. Der Phänotyp von Zellen mit und ohne Gasvesikel lässt sich makroskopisch 
anhand der Farbe der Kolonien unterscheiden. Zellkolonien mit Gasvesikeln (Vac positiv) 
erscheinen  weißlich-rosa und undurchsichtig, während Zellen ohne Gasvesikelbildung (Vac 
negativ) rot und transparent sind. Erste Vac positive Kolonien waren nach ca. 2 Wochen 
sichtbar, die finale Auswertung erfolgte aber erst nach vier Wochen Inkubation, um das 
Ergebnis bei Gasvesikel negativen Transformanten abzusichern. Transformanten mit p-vac 
+pGex, +pHex oder +pMex zeigten einen Vac negativen Phänotyp, dagegen zeigten p-vac 
+pFex, +pIex, +pJex, +pKex oder +pLex-Transformanten einen Vac positiven Phänotyp, 
vergleichbar mit dem der Kontrollen p-vac und p-vac +pJAS35 (Abb. 6). 
  
Abb. 6: Einfluss von überproduzierten Gasvesikelproteine
Transformanten. Oben gezeigt sind 
sind repäsentative TEM-Aufnahmen der Zellen. Als Kontrolle ist die 
Tavlaridou et al., 2013).  
 
Die Zellen der p-vac +pXex-
untersucht, um die relative Menge an Vac 
wurden mikroskopiert und der Besitz von 
dokumentiert (Tabelle 2).
Gasvakuolen. Zusätzlich wurden einzelne Zellen der Transformanten mittels 
Transmissionselektronenmikroskop
der einzelnen Gasvesikel zu bestimmen. Vac 
enthielten 30-50 Gasvesikel pro Zelle, mit ähnlichen Größen und Formen wie beim Wildtyp 
von Hbt. salinarum PHH1 gezeigt werden konnte
90-95% der Zellen von p-vac +
impliziert, dass größere Mengen von GvpG, GvpH oder GvpM die Gasvesikelbildung 
reduzieren bzw. sogar inhibieren. Die wenigen Vac 
Transformante, enthielten nur ca. 2
eine Länge von bis zu 1,5 µm auf
+pHex beobachtet werden, jedoch waren die vorhandenen Gasvesikel
n auf die Gasvesikelbildung in  
Kolonien, welche 4 Wochen auf Nährböden gewachsen sind. Unten gezeigt 
Hfx. volcanii p-vac-Transformante gezeigt
Transformanten wurden mit dem Phasenkontrastmikroskop
positiven Zellen zu ermitteln. Jeweils ca. 100 Zellen 
Gasvakuolen (Gruppen
 Etwa 80-90% der Zellen der p-vac-Transformante enthielten
ie (TEM) analysiert, um die Menge und die Morphologie 
positive Zellen der p
 (bis zu 0,5 µm lang)
pGex, +pHex oder +pMex keine Gasvesikel
positiven Zellen der 
-5 Gasvesikel pro Zelle und die Gasvesikel selbst wiesen 
 (Abb. 6). Einige Vac positive Zellen konnten auch bei p
 nur 
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Hfx. volcanii -
 (nach 
 (PKM) 
 von Gasvesikeln) 
 
-vac-Transformante 
. Dagegen enthielten 
 (Tabelle 2). Dies 
p-vac +pMex-
-vac 
sehr klein (Abb. 6). 
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Tabelle 2: Gasvesikel-Phänotyp der p-vac +pXex-Transformanten (nach Tavlaridou et al., 2013) 
 
Hfx. volcanii  WR340  Phänotyp Anteil an Vac positiven Zellen Gasvesikel im TEM 
Transformante                    (%)     
 
p-vac (WT)  Vac positiv  80-90   mit GV gefüllt, 0,5 µm lang 
p-vac +pJAS35  Vac positiv  80-90   ähnlich wie Wildtyp 
p-vac +pFex  Vac positiv  80-90   ähnlich wie Wildtyp 
p-vac +pGex  Vac negativ   5-10   90-95 % ohne Gasvesikel 
         5-10 % mit sehr kleinen GV 
p-vac +pHex  Vac negativ   5-10   keine Gasvesikel 
p-vac +pIex  Vac positiv  80-90   ähnlich wie Wildtyp 
p-vac +pJex  Vac positiv  80-90   ähnlich wie Wildtyp 
p-vac +pKex  Vac positiv  80-90   ähnlich wie Wildtyp 
p-vac +pLex  Vac positiv  80-90   ähnlich wie Wildtyp 
p-vac +pMex  Vac negativ    5-10   90 - 95 %  ohne Gasvesikel 
         5 - 10 %  mit großen GV 
 
 
4.1.2.  Nachweis der überproduzierten Proteine in p-vac +pXex-Transformanten 
Um nachzuweisen, dass die jeweiligen Gasvesikelproteine in p-vac +pXex-Transformanten in 
großen Mengen produziert werden, wurden Western-Analysen durchgeführt, wobei das 
jeweilige Gasvesikelprotein mit einem spezifischen Antikörper detektiert wurde. Des Weiteren 
wurde die Expression der p-vac Region über den Nachweis von GvpA in den Transformanten 
überprüft. Hierfür wurden Zelllysate aus Zellen der spät-exponentiellen Wachstumsphase 
hergestellt und jeweils 20 µg Gesamtprotein für die Western-Analyse eingesetzt. Das GvpA 
Monomer und/oder dessen Aggregate konnte in allen Transformanten nachgewiesen werden 
(Abb. 7A).  
  
Abb. 7: Western Analyse zum Nachweis
Gesamtprotein wurden über SDS
transferiert. Darunter ist jeweils
markiert. Der Pfeil markiert das jeweilige Gvp
Verwendet wurde das mcGV-Antiserum, welches spezifisch pGvpA erkennt (Englert 
wurde ein mit Meerettich-Peroxidase gekoppelter sekundärer Antikörper verwendet. WT=
pv=p-vac; pJA=pJAS35; F-M + p-vac=p
Fraktion 1 und Fraktion 2 aufgetrennt und
ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRDye 800 CE gekoppelter sekundärer Antikörpe
nach schwarz-weiß invertiert.WT=Zelllysat 
 
Die p-vac +pXex-Transformanten mit einem Gasvesikel 
+pJex-Transformante wurden mittels Western Blot analysiert. GvpJ (12 kDa) und GvpM (9 
kDa) sind kleine und hydrophobe Proteine, während GvpG (10 kDa) un
hydrophil sind. Neben p-vac +
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Fraktion 2 dagegen Proteinaggregate und membran
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-vac +pXex-Transformanten. (B) Die Zelllysate der 
 mit dem unten angezeigten Antikörper inkubiert. Zur Detektion wurde 
r verwendet. Die Blots wurden 
Hfx. volcanii WR340 (nach Tavlaridou et al., 2013)
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-Analysen eingesetzt. Hierfür wurden Zelllysate von Zellen aus 
durch mehrfaches Zentri
-assoziierte Proteine.
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der Detektion von GvpM beobachtet. Auch hier wurde bei der p-vac-Transformante kein 
GvpM nachgewiesen, ein starkes Signal war jedoch in pMex- und p-vac +pMex-Transformanten 
zu beobachten (Abb. 7B). GvpH und GvpJ konnten in sehr geringen Mengen in p-vac-
Transformanten nachgewiesen werden und in sehr großen Mengen in den entsprechenden 
pXex- und p-vac +pXex-Transformanten (Abb. 7B). Die zusätzliche ca. 60 kDa große Bande, die 
bei der Detektion von GvpH in allen Proben sichtbar ist, ist auf eine unspezifische Reaktion 
des Antikörpers zurückzuführen (PitA; Bab-Dinitz et al., 2006). Die hydrophoben Proteine 
GvpM und GvpJ zeigten vereinzelt zusätzliche größere Proteinbanden, was auf eine 
Multimerisierung oder Aggregation dieser Proteine schließen lässt. Insgesamt konnte durch 
die Western Analysen die Anwesenheit von großen Mengen der jeweiligen Gasvesikelproteine 
in den Transformanten bestätigt werden.  
 
4.2. Kompensation des inhibitorischen Effekts großer Mengen von GvpM 
4.2.1. Analyse der Gasvesikelbildung in p-vac + XMex-Transformanten 
Die Aggregation von GvpM und die beobachtete Reduktion der Gasvesikelbildung in 
Anwesenheit großer Mengen von GvpM impliziert, dass GvpM möglicherweise mit anderen 
(essentiellen) Gasvesikelproteinen interagiert und so die Gasvesikelbildung zum Erliegen 
bringt. Um zu überprüfen, ob weitere akzessorische Gasvesikelproteine den hemmenden 
Einfluss von großen GvpM-Mengen aufheben, wurde eine Transformante hergestellt, die 
neben dem p-vac x pWL102-Konstrukt, ein pGHIJKLMex-Konstrukt exprimierte. Bei diesem 
Konstrukt werden die gvpG-M-Gene unter Kontrolle des Ferredoxin-Promotors in pJAS35 
exprimiert. Die Produktion der entsprechenden Gasvesikelproteine in pGHIJKLMex-
Transformanten wurde über Western-Analysen, am Beispiel von GvpG und GvpK bereits 
nachgewiesen (Offner & Pfeifer, 1995). Die p-vac +pGHIJKLMex-Transformante war Vac 
positiv und die Zellen enthielten Gasvesikel in vergleichbarer Menge und Größe wie in p-vac-
Transformanten (Abb. 8). Das lässt den Schluss zu, das für die Gasvesikelbildung die Menge 
einiger akzessorischer Proteine im Gleichgewicht sein muss. Deshalb wurde nach 
Gasvesikelproteinen gesucht, die in der Lage sind, den inhibitorischen Effekt großer Mengen 
von GvpM zu kompensieren. Dazu wurden Transformanten hergestellt, die neben der p-vac 
Region ein pGMex-, pHMex-, pJMex- oder pLMex-Konstrukt enthielten. Die gemeinsame 
Expression der beiden Leserahmen in pJAS35 sollte zeigen, welche der getesteten 
Gasvesikelproteine die hemmende Wirkung von GvpM aufheben kann. Zur Herstellung dieser 
Konstrukte wurden die gvpG-, gvpH- und gvpJ-Leserahmen mittels PCR amplifiziert (p-vac als 
Matrize) und gleichzeitig Schnittstellen für PstI (5') und NcoI (3') eingefügt. Die PCR-
  
Produkte wurden mit den en
mit PstI und NcoI linearisierte pM
vorhanden.  
Die Transformanten wurden hinsichtlich des 
und mikroskopisch untersucht
 
Abb. 8: Einfluss von überproduzierten Gasvesikelproteinen
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4.2.2. Nachweis überproduzierter Gasvesikelproteine in pXM
Über Western-Analysen wurde geprüft, ob
entsprechenden pXMex und  p
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Abb. 9: Western Analyse zum Nachweis von Gasvesikelproteinen in pX
GvpG, H, J or L. Jeweils 20 µg Gesamtprotein von Fraktion 2 wurden über SDS
PVDF-Membran transferiert. Darunter ist der jeweils verwendete Antikörper angegeben
mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRDye 800 CE gekoppelter sekundäre
schwarz-weiß invertiert. Rechts markiert
 
In jeder pXex- und pXMex-Transformante konnte wie erwartet eine entsprechend große Menge 
von GvpG, H, J, L oder M detektiert werden (Abb. 9
entsprach dem Muster in pG
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Zelllysat von untransformierten 
Bindung des GvpL-Antiserums zurückzuführen (Daten nicht gezeigt).
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genaueren Analyse der Interaktion und Aggregation dieser Proteine sind deshalb weitere 
Versuche notwendig.  
 
Tabelle 3: Western-Analysen der pXMex- und p-vac +pXMex-Transformanten 
    Transformante                   Western-Analyse 
       Fraktion 1                 Fraktion 2 
     Bemerkungen 
          pGMex GvpG:+      GvpM:+ GvpG:+       GvpM:+                  - 
          pHMex GvpH:+      GvpM:+  GvpH:+       GvpM:+ zusätzliche Banden 
mit GvpH-Antiserum 
          pJMex GvpJ: +      GvpM:+ GvpJ: +      GvpM: + zusätzliche Banden 
mit GvpJ-Antiserum 
          pLMex GvpL: +      GvpM:+ GvpL: +       GvpM:+                  - 
    p-vac +pGMex GvpG: +      GvpM:+ GvpG: +      GvpM:+                  - 
    p-vac +pHMex GvpH: +      GvpM:+ GvpH: +      GvpM:+ zusätzliche Banden 
mit GvpH-Antiserum 
    p-vac +pJMex GvpJ:  +      GvpM:+ GvpJ:  +      GvpM:+ zusätzliche Banden 
mit GvpJ-Antiserum 
    p-vac +pLMex GvpL:  +     GvpM:+ GvpL:  +      GvpM:+                   - 
+ = Protein detektierbar 
 
4.3. In vitro Interaktionsstudien von GvpM mit verschiedenen Gasvesikelproteinen  
In  den bislang beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Überexpression 
von gvpM in p-vac-Transformanten zu einer Reduktion der Gasvesikelbildung führt (s. 
Abschnitt 4.1.1). Durch gleichzeitige Überexpression von gvpH, gvpJ oder gvpL mit gvpM  
gewinnen entsprechende Transformanten ihre Fähigkeit zur Gasvesikelbildung wieder (s. 
Abschnitt 4.2.1). Das lässt auf eine Interaktion dieser drei Proteine mit GvpM schließen, 
wodurch die negative Wirkung großer Mengen von GvpM aufgehoben wird. Durch 
vergleichende Western-Analysen mit pXMex und pXex-Transformanten konnten im Fall von 
GvpH und GvpJ zusätzliche Proteinbanden detektiert werden, was die Hypothese einer GvpH-
GvpM- bzw. GvpJ-GvpM-Interaktion unterstützt (s. Abschnitt 4.2.2). Im folgenden Experiment 
wurde versucht die Interaktion dieser Proteine in vitro nachzuweisen. Zunächst wurde dies 
unter nativen Bedingungen mittels Gelpermeationschromatographie versucht. Zelllysate von 
pJMex-und pHMex-Hfx. volcanii-Transformanten wurden über eine Gelfiltrationssäule 
aufgetragen und der Zeitpunkt der Elution von GvpJ und GvpH mit einem Zelllysat von pHex 
bzw. pJex-Transformanten verglichen. Dies scheiterte jedoch, da mit den pXMex-Konstrukten 
keine ausreichend hohen Proteinmengen erzielt werden konnten (Daten nicht gezeigt). 
  
Daher wurde der Interaktionsnachweis über 
durchgeführt. Hierfür wurde GvpM mit
Die Reinigung des rekombinant produzierten GvpM
Affinitätschromatographie unter denaturienden Bedingungen
GvpMHis wieder in seine native
überführen, wurde eine schrittweise Dialyse mit steigender KCl
konzentration durchgeführt. 
(Zimmermann & Pfeifer, 2003)
Für die Herstellung von Affinitätsmatrices für Interaktionsstudien wurde das 
rückgefaltete GvpMHis an Ni
der Zelllysate aus Hfx. volcanii
die putativen Interaktionspartner GvpH, J,
Nach mehrfachem Waschen der Matrices 
gebundenen Interaktionspartner. Die letzte Waschfraktion und die beiden Elutionsfraktionen 
wurden auf 12%-igen SDS
dem Antiserum des putativen Interaktionspartners inkubiert. Als Negativkontrolle wurde eine 
unbeladene Ni-NTA-Matrix mit dem jeweiligen Zelllysat inkubiert
 
Abb. 10: Western-Analyse der Elutionsfraktionen von Affinitätschromatographien von 
GvpMHis-Matrices. Es wurden jeweils auch die entsprechenden Fraktionen der
GvpJ- oder GvpG-Lysats mit einer unbeladenen Ni
jeweils 15 µl der Elutionsfraktionen (E1, E2) und der letzten Waschfraktion (W7)
oder G) wurden je 10 µg lösliches Protein der unterschiedlichen Zellysate aufgetragen. Die Prob
12%iges SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, 
jeweiligen Gvp-Antiserum inkubiert
gekoppelter, sekundärer Antikörper verwendet.
molaren Massen des Proteingrößenstandards sind jeweils links in kDa angegeben.
weiß invertiert. 
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Für GvpJ konnte eine spezifische Interaktion mit GvpM nachgewiesen werden (Abb. 10A). In 
beiden Elutionsfraktionen, sowie in der Waschfraktion konnten zwei Banden in Höhe von ca. 
200 kDa und 12 kDa (GvpJ-Momomer) detektiert werden. Außerdem war in E1 und E2 noch 
ein "Schmier" zwischen diesen Banden zu erkennen, sowie ein Signal bei ca. 9 kDa in Höhe 
des GvpMHis-Proteins (Abb. 10A). Dieses Signal könnte durch eine unspezifische Bindung des 
Antikörpers, aufgrund der großen Ähnlichkeit von GvpJ und GvpM oder aber der großen 
Proteinmenge an dieser Stelle (verursacht durch die Elution von GvpMHis, zustande 
gekommen sein. Eine Interaktion von GvpJ mit der unbeladenen Kontrollmatrix erfolgte nicht 
(Abb. 10A). Bei der Ladekontrolle (J) konnte nur das GvpJ-Monomer sowie eine schwache, 
ca. 45 kDa große Multimerbande detektiert werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass es bei der 
Interaktion von GvpJ und GvpM zu einer starken Aggregation von GvpJ kommt, welche auch 
durch die Zugabe von SDS nicht vollständig aufgelöst wird. 
Für GvpG konnte keine spezifische Interaktion mit GvpM nachgewiesen werden (Abb. 10B). 
In allen untersuchten Fraktionen konnte kein GvpG-Signal detektiert werden. Eine Interaktion 
von GvpG mit der unbeladenen Kontrollmatrix erfolgte ebenfalls nicht.  
Die Interaktion von GvpMHis mit GvpL und GvpH zeigte in beiden Fällen keine spezifische 
Interaktion der beiden Proteine mit GvpM (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis widersprach 
den Erwartungen, da bei der Analyse von p-vac +pHMex- und p-vac +pLMex-Transformanten 
der negative Effekt von GvpM auf die Gasvesikelbildung durch GvpH und GvpL kompensiert 
wird (s. Abschnitt 4.2.1), was eine Interaktion dieser Proteine mit GvpM impliziert. Weiterhin 
konnten in Western-Analysen bei der pHMex-Transformante zusätzliche GvpH-Banden detek-
tiert werden (s. Abschnitt 4.2.2). Daher wurde das Interaktionsexperiment erneut durch-
geführt, wobei in diesem Fall rekombinant produziertes und rückgefaltetes GvpHHis bzw. 
GvpLHis als His-tag-Protein an die Affinitätssäule gebunden und mit einem löslichen GvpM-
Zelllysat inkubiert wurde. Auch in diesem Fall wurden je 15 µl der letzten Waschfraktion und 
der beiden Elutionsfraktionen auf 12%igen SDS-Gelen aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran 
transferiert und mit dem GvpM-Antiserum inkubiert (Abb. 11). Als Negativkontrolle wurde 
eine unbeladene Ni-NTA-Matrix mit dem GvpM-Zelllysat inkubiert (NK). 
 
 
  
Abb. 11: Western-Analyse der Elutionsfraktionen von 
(B) GvpLHis-Matrices. Es wurden jeweils auch die entsprechenden Fraktionen der Nega
GvpM-Lysats mit einer unbeladenen Ni
der Elutionsfraktionen (E1, E2) und der letzten Waschfraktion (W7) a
10 µg lösliches Protein des GvpM
elektrophoretisch aufgetrennt, anschließend auf eine
inkubiert. Zur Detektion wurde ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRDye 800 CE gekoppelter sekundärer Antikörper 
verwendet. Pfeile markieren die Position des 
sind jeweils links in kDa angegeben.
 
Für GvpM konnte eine spezifische Interaktion mit GvpH
(Abb. 11). In den jeweiligen Elutionsfraktionen wurde ein Signal in
Monomers detektiert (9 kDa). 
Interaktion mit GvpM detektiert werden, jedoch war di
als bei der mit dem His-tag-
Zusammenfassend lässt sich sagen
mit an die Affinitätssäule gebundenem GvpH
Bindet man dagegen GvpM 
mit GvpH bzw. GvpL in beiden Fällen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Affinitätschromatographien von GvpM mit 
tivkontrolle (Inkubation eines 
-NTA-Matrix, mit NK gekennzeichnet) aufgetragen. Es wurden jeweils 15 µl 
ufgetragen. Als Ladekontrolle (M
-Lysats aufgetragen. Die Proben wurden über ein 12%iges SDS
 PVDF-Membran transferiert und mit dem GvpM
GvpM-Monomers. Die molaren Massen des Proteing
 Die Blots wurden nach schwarz-weiß invertiert. 
His und GvpLHis 
Auch bei der unbeladenen Säule konnte eine schwache
eses Signal wesentlich weniger stark
Protein beladenen Säule.  
, dass eine Interaktion von GvpMHis und GvpJ sowie 
His  bzw. GvpLHis  nachgewiesen werden konnte. 
als His-tag-Protein an die Affinitätssäule, 
nicht nachweisbar.  
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4.4. In vivo Analysen mit Gvp-GFP Fusionsproteinen 
Um verschiedene akzessorische Gasvesikelproteine in vivo zu lokalisieren und mögliche 
Proteinaggregationen zu detektieren, wurden GvpG, GvpH, GvpJ, GvpL und GvpM mit einer 
an Hochsalzbedingungen  adaptierten Variante des GFP fusioniert (Reuter & Maupin-Furlow, 
2004). Die Fusion erfolgte am C-Terminus des jeweiligen Gasvesikelproteins, getrennt durch 
einen 5x Alanin-Linker. Das pMgfp
ex-Konstrukt lag zu Beginn dieser Arbeit bereits vor (Pfeifer 
& Satorius-Neef, nicht publiziert). Zur Herstellung der gvpgfp-Konstrukte wurde zunächst der 
gfp-Leserahmen aus pJAM1020 (Maupin & Furlow, 2004) über PCR amplifiziert und dabei 2 
Codons für Alanin, sowie eine NotI-Erkennungssequenz am 5'-Ende und eine XbaI-
Erkennungssequenz am 3'-Ende eingefügt. Das PCR-Produkt wurde über diese Schnittstellen 
in pBSK+ inseriert. Der jeweilige gvp-Leserahmen wurde ebenfalls über PCR amplifiziert, 
wobei das p-vac-pWL102-Konstrukt (Offner et al., 2000) als Matrize verwendet wurde. Mittels 
entsprechender Primer wurde dabei jeweils eine SacI-Schnittstelle am 5'-Ende und eine NotI-
Schnittstelle am 3'-Ende eingefügt sowie das Stopcodon entfernt. Anschließend wurde das 
PCR-Produkt in den gfp-pBSK+-Vektor inseriert. Diese Inserierung führte zu einer Fusion mit 
dem gfp-Leserahmen, getrennt von einem aus 5 Alanin-Codons bestehenden Linker. Der 
Erfolg der Klonierung wurde mittels DNA-Sequenzanalysen überprüft. In einer weiteren PCR 
wurde der jeweilige gvpgfp-Leserahmen amplifiziert und dabei Schnittstellen für PstI (5'-Ende) 
und Acc651 (3'-Ende) eingefügt. Über diese Schnittstellen erfolgte die Klonierung in den 
halobakteriellen Expressionsvektor pJAS35.  
Im Fall von GvpGGFP und GvpJGFP konnte leider keine Fluoreszenz in entsprechenden 
Transformanten detektiert werden. Daher wurde hier auch eine N-terminale Fusion des GFP 
an GvpJ und GvpG (gfp-5x Ala-gvp) sowie eine C-terminale Fusion mit einem abgewandelten 
Linker (Ala-Gly-Ala-Gly-Ala-Gly) getestet. Keine der Varianten erzeugte ein fluoreszierendes 
GvpGFP-Protein (Daten nicht gezeigt). Im Fall von GvpM wurde ebenfalls die N-terminale 
Fusion von GFP an GvpM getestet, um die Fluoreszenzstärke des Fusionsproteins zu erhöhen. 
Bei diesem GFPGvpM-Protein konnte jedoch ebenfalls keine Fluoreszenz detektiert werden 
(Daten nicht gezeigt).  
Die entsprechenden pXgfp
ex-Konstrukte (pMgfp
ex, pHgfp
ex, pLgfp
ex) wurden durch den dam- E.coli-
Stamm GM1674 passagiert und in Hfx. volcanii in An- und Abwesenheit der p-vac Region 
transformiert. Als Positivkontrolle wurde das GFPex-Konstrukt (Leserahmen des unfusionierten 
gfp aus pJAM1020) verwendet und als Negativkontrolle untransformierte Hfx. volcanii-Zellen. 
Die Anwesenheit der korrekten Plasmide wurde über Plasmidisolierung und anschließende 
Restriktionskontrolle mit PstI und Acc651 kontrolliert. Das daraus resultierende 
  
Fragmentmuster zeigte, dass jede Transformante
12).  
 
Abb. 12: Restriktionsanalyse mit isolierten Plasmiden aus den 
mit PstI und Acc651 hydrolysiert und die enstand
Erwartet wurden Fragmentgrößen von 10 kbp (pJAS35
gfp-Fragments (gvpMgfp: 996 bp; 
p-vac +XGFP kommen durch die Hydrolyse des p
die LGFP-Bande (1587 bp) und das kleinste Fragment des p
angezeigt sind die Fragmentgrößen in kbp.
 
Alle Zellen wurden sowohl in Flüssigkultur als auch auf Festmedium kultiviert
Fluoreszenzmikroskop analysiert. 
signal detektiert werden, welches sich auf d
 
     
Abb. 13:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
wurden. Oben ist die fluoreszenzmikroskopi
und Durchlichtaufnahme. 
 die gewünschten Plasmide 
Hfx. volcanii-Transformanten. Die Plasmide wurden 
enen Fragmente auf 1%igen TAE-Agarosegelen aufgetrennt. 
-Vektor), sowie die jeweilige Bande des 
gvpHgfp: 1290 bp; gvpLgfp: 1587 bp; gfp: 717 bp). Die zus
-vac x pWL102-Konstrukts zustande. Bei p
-vac x pWL102-Konstrukts (1606 
 
Bei Zellen mit GFPex (GFP) konnte ein starkes Fluoreszenz
ie gesamte Zelle erstreckte (Abb. 13
 von Hfx. volcanii-Zellen, die mit dem GFP
sche Aufnahme zu sehen und unten die Überlagerung der Fluoreszenz
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enthielt (Abb. 
 
gvpXgfp- bzw. des 
ätzlichen Fragmente bei 
-vac +LGFP überlagern sich 
bp). M= Marker. Links 
 und mit dem 
-
).  
ex-Konstrukt transformiert 
- 
  
Abb. 14: Mikroskopische Bilder 
Überlagerung der Fluoreszenz- und der Durchlich
Mitte und rechts (B) H-GFP-Transformanten
rechts). Bei L-GFP +p-vac und H
gezeigt, die aber denselben Genotyp aufweisen.
 
von Hfx. volcanii-Transformanten. Fluoreszenzaufnahmen sind oben
taufnahme ist unten gezeigt. (A) L-GFP
 ( mit p-vac Mitte und rechts) (C) M-GFP-
-GFP +p-vac sind jeweils Vac negative (Mitte) und Vac positive (rechts) Zellen 
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Bei pLgfp
ex (L-GFP)-Transformanten fluoreszierte die gesamte Zelle (Abb. 14A links). Eine 
verteilte Fluoreszenz wurde auch in den wenigen Vac negativen Zellen von p-vac +pLgfp
ex-
Transformanten beobachtet (Abb. 14A Mitte). In den Vac positiven Zellen dieser 
Transformante war das Fluoreszenzsignal nur sehr schwach und ebenfalls in der Zelle verteilt 
(Abb. 14A rechts).  
Bei pHgfp
ex (H-GFP)-Transformanten war das Fluoreszenzsignal auf die gesamte Zelle verteilt 
(Abb. 14B links). Entgegen den Erwartungen waren ca. 96% der Zellen der p-vac +pHgfp
ex-
Transformante Vac positiv, im Gegensatz zur p-vac +pHex-Transformante, wo ca. 80-90% der 
Zellen einen Vac negativen Phänotyp haben (Abschnitt 4.1.1). Die C-terminale Fusion von 
GvpH mit GFP scheint also den negativen Effekt großer Mengen von GvpH zu kompensieren. 
Bei den Zellen ohne Gasvesikel waren bei der p-vac +pHgfp
ex-Transformante intrazellulär 
fluoreszierende Punkte erkennbar, was eine Aggregation von GvpHGFP impliziert, obwohl 
GvpH ein lösliches Protein ist (Abb. 14B Mitte). In Vac positiven Zellen dieser Transformante 
war das Fluoreszenzsignal dagegen verteilt (Abb. 14B rechts). Eine Erklärung für die 
fluoreszierenden Punkte in den Vac-negativen Zellen von p-vac +pHgfp
ex könnte eine 
Interaktion von GvpHGFP mit anderen aggregierenden Gasvesikelproteinen sein, die durch 
Expression der p-vac Region produziert werden. Diese Aggregation von GvpH mit anderen 
Gasvesikelproteinen könnte der Grund sein, dass in diesen Zellen keine Gasvesikel gebildet 
werden. Es wäre möglich, dass das C-terminale Ende von GvpH bei dieser Interaktion eine 
Rolle spielt, weshalb p-vac +pHgfp
ex-Transformanten einen Vac positiven und p-vac +pHex-
Transformanten einen Vac negativen Phänotyp aufweisen. Bei p-vac +pHgfp
ex- und p-vac 
+pLgfp
ex-Zellen mit Gasvesikeln war eine Lokalisierung des Fluoreszenzsignals am Gasvesikel 
nicht möglich, da hierfür keine ausreichend hohe Auflösung erzielt werden konnte. 
Bei der Expression von pMgfp
ex (M-GFP) waren fluoreszierende Punkte in den Zellen zu 
beobachten, was auf eine Aggregation von MGFP in der Zelle hindeutet (Abb. 14C links). Die p-
vac +pMgfp
ex-Transformanten waren Vac negativ und wiesen fluoreszierende Punkte in den 
Zellen auf, ähnlich wie bei der pMgfp
ex-Transformante (Abb. 14C rechts). Diese waren, im 
Vergleich zu p-vac +pHgfp
ex, jedoch kleiner. Die anscheinend hohe Tendenz von GvpM zur 
Aggregation wurde durch dieses Ergebnis nochmals bestätigt.  Ebenfalls analysiert wurde die 
Fähigkeit von GvpMGFP, pvac∆M-Transformanten zu komplementieren (p-vac∆M enthält alle 
Gasvesikelgene mit Ausnahme von gvpM; Offner et al., 2000). Die pvac∆M +pMgfp
ex-
Transformanten waren Vac negativ (Daten nicht gezeigt). Dagegen sind pvac∆M +pMex-
Transformanten Vac positiv (Offner et al., 2000). Durch die Fusion mit GFP ist GvpM also 
nicht mehr in der Lage pvac∆M-Transformanten zu komplementieren. 
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4.4.1. In vivo Analysen mit pXMgfp
ex - und pXgfpM
ex-Transformanten 
Bei in vivo Analysen mit pMgfp
ex- und p-vac +pMgfp
ex-Transformanten wurde eine starke 
Aggregation von GvpM beobachtet (siehe Abschnitt 4.4). Diese Tendenz zur Aggregation 
könnte eine mögliche Erklärung für die inhibierte Gasvesikelbildung in p-vac +pMex-
Transformanten sein (s. Abschnitt 4.1). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die 
Proteine GvpJ, GvpH und GvpL der negative Effekt großer GvpM-Mengen auf die Gasvesikel-
bildung kompensiert wird, wenn diese in vergleichbar großer Menge produziert werden (s. 
Abschnitt 4.2). Möglicherweise sorgen GvpJ, GvpH und GvpL für eine Auflösung der GvpM-
Aggregate, so dass monomerisches GvpM wieder zur Gasvesikelbildung genutzt werden kann. 
Am Beispiel von GvpH und GvpL sollte diese Hypothese überprüft werden, indem pHMex 
sowie pLMex-Transformanten in vivo mit GFP, als pXMgfp
ex-Konstrukte, analysiert wurden. 
Zur Herstellung der benötigten Konstrukte wurde der gvpM-Leserahmen aus den pHMex-bzw. 
pLMex-Konstrukten mittels der Restriktionsendonukleasen NcoI und Acc651 ausgeschnitten 
und der gvpMgfp-Leserahmen über dieselben Schnittstellen eingefügt. Zuvor wurde über 
Mutagenese-PCR eine Deletion der NcoI-Schnittstelle im gfp-Leserahmen des pMgfp-pBSK+-
Konstrukts vorgenommen. Zum Vergleich wurde auch ein pXgfpM
ex-Konstrukt hergestellt 
(X=H oder L). Hierfür wurde der gvpH-Leserahmen aus dem pHMex-Konstrukt über Hydrolyse 
mit PstI und NcoI ausgeschnitten und der pHgfp-  bzw. der pLgfp -Leserahmen über diese 
Schnittstellen inseriert. 
Die resultierenden pXMgfp
ex- (X=H oder L) und pXgfpM
ex- (X=H oder L) Konstrukte wurden in 
Hfx. volcanii in An- und Abwesenheit der p-vac-Region transformiert. Die p-vac +pXMgfp
ex- 
und p-vac +pXgfpM
ex-Transformanten wurden hinsichtlich ihrer Gasvesikelbildung untersucht. 
Dabei waren alle Transformanten Vac positiv (Daten nicht gezeigt). Die Fusion von GvpM mit 
GFP im pJAS35-Konstrukt scheint sich also nicht auf den Gasvesikelphänotyp der einzelnen 
Transformanten auszuwirken. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung erfolgte aller-
dings nur mit den pXMgfp
ex- bzw. den pXgfpM
ex-Transformanten, da bei diesen meistens ein 
stärkeres Fluoreszenzsignal als in Anwesenheit der p-vac Region detektiert werden konnte. 
Um mögliche Unterschiede in der Fluoreszenzintensität zu detektieren, wurden Zellysate der  
pXMgfp
ex- bzw. der pXgfpM
ex-Transformanten zunächst im Phosphor Imager vermessen, um so 
die Fluoreszenzintensität zu quantifizieren. Hierfür wurden Zellen aus der exponentiellen 
Wachstumsphase auf eine OD600 von 1,4 eingestellt. Die Zelllyse erfolgte durch Inkubation in 
TED-Puffer für 1h. Als Kontrolle wurde das Zellysat der pMgfp
ex-Transformante sowie von 
pHgfp
ex bzw. pLgfp
ex verwendet. Je 1 ml der Zelllysate wurde in Mikrotiterplatten im Phosphor 
Imager vermessen und die Fluoreszenzemission mit dem Programm Image Gauge 4.23 
(FujiFilm) visualisiert. Als Referenzwert wurde TE-Puffer verwendet. Die Fluoreszenz-
  
anregung erfolgte bei einer Wellenlänge von 473 nm. Zur Auswertung der Signale wurde 
ebenfalls die Software Image Gauge 4.23 verwendet. Über die Pixelintensität der jeweiligen 
Probe wird die Fluoreszenzintensität b
(LAU/mm2) angegeben. Es wurden jeweils 3 Me
den Messungen gebildeten Mittelwerte, sowie die dazugehörigen Standardabweichungen 
angegeben. 
 
 
Abb. 15: Quantifizierung der GFP
Fluoreszenz ist in "light absorbing units pro
(gebildet aus 3 Messungen von 3 verschiedenen Klonen) und die dazugehörige Standardabweichung. 
 
Bei beiden pXMgfp
ex-Transformanten wurden im Vergleich zur Kontrolle pM
Fluoreszenzstärken gemessen (Abb. 15
Expression von GvpH oder GvpL die Fluoreszenzstärke von GvpM
Die pLgfpM
ex-Transformante zeigte dagegen eine deutlich höhere Fluoreszenzintensität
Kontrolle pLgfp
ex (Abb. 15B), die pH
Fluoreszenzintensität als pH
GvpHGFP und GvpM bzw. 
jeweiligen Fusionsproteins beeinflusst wird
Die genaue Analyse und Detektion möglicher Proteinaggregationen erfolgte über 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transformanten
 
 
erechnet und in light absorbing units pro mm
ssungen durchgeführt. In Abb. 15
-Fluoreszenzstärke in pXMGFP (A)- und pXGFPM (B
 mm2" (LAU/mm2) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte 
A). Dies deutet darauf hin, dass durch die zusätz
GFP nicht beeinflusst wird. 
gfpM
ex-Transformante dagegen eine deutlich niedrigere 
gfp
ex (Abb. 15C). Beides deutet auf eine Interaktion zwischen 
GvpLGFP und GvpM hin, wodurch die Fluoreszenzstärke des 
.  
 (Abb. 16).  
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Abb. 16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 
repräsentativer Ausschnitt der Überlagerung
jeweilige pXMgfp
ex-Transformante (XM
Rechts gezeigt ist die jeweilige pX
pLgfp
ex (LGFP)-Transformante zu sehen. 
 
Die fluoreszenzmikroskopischen 
gleichzeitiger Produktion von GvpH
sind. Die gesamte Zelle fluoresziert, jedoch war das Fluoreszenzsignal 
(Abb. 16A oben). Dies deutet darauf hin
GvpH die Entstehung von GvpM
mit der pHGFPM
ex-Transformante konnte dieses Ergebnis bestätigten
Fluoreszenzsignal ebenfalls in der Zelle verteilt, aber insgesamt sehr 
zu pHgfp
ex-Transformanten, bei denen
Die verringerte Fluoreszenzstärke deutet a
wenigen pHgfpM
ex-Zellen waren fluoreszierende Punkte zu sehen. Hierbei könnte es sich um 
GvpM-Aggregate handeln, an denen GvpH
Fusion mit GFP die Entstehung von GvpM
Die Zellen der pLMgfp
ex-Transformante zeigten im gleichem
bei der Expression von pM
Anwesenheit von GvpL also nicht aufgelöst zu werden und 
zwischen GvpL und GvpMGFP
ebenfalls fluoreszierende Punkte, was im Gegensatz
hier das Fluoreszenzsignal auf die gesamte Zelle ve
miteinander zu interagieren, was auch schon durch 
Hfx. volcanii-Transformanten. Zu 
 von Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahme. 
GFP). Als Vergleich ist links die pMgfp
ex-Transformante (M
gfpM
ex-Transformante (XGFPM). Als Vergleich ist links die pH
Die weißen Pfeile deuten auf fluoreszierende Punkte in pH
Analyse der pHMgfp
ex- Transformante zeigte, dass bei 
 keine fluoreszierenden Punkte in den Zell
insgesamt sehr sc
, dass durch die Anwesenheit größerer Mengen an
GFP-Aggregaten verhindert wird. Die verg
 (Abb.
schwach, im Gegensatz 
 ein starkes Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte. 
uf eine Interaktion von GvpH
GFP bindet. Möglicherweise kann GvpH durch die 
-Aggregaten weniger effektiv verhindern. 
 Maße fluoreszierende Punkte, wie 
gfp
ex (Abb. 16A unten). Die MGFP-Aggregate scheinen durch die 
es schein
 stattzufinden. Jedoch zeigten Zellen mit Expression von 
 zur Expression von 
rteilt. GvpLGFP und GvpM scheinen also 
in vitro Interaktionsstudien mit 
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sehen ist jeweils ein 
(A) Rechts gezeigt ist die 
GFP) gezeigt. (B) 
gfp
ex (HGFP)- bzw. die 
gfpM
ex-Zellen. 
en vorhanden 
hwach 
 
leichende Analyse 
 16B). Hier war das 
GFP mit GvpM hin. In 
 
t keine Interaktion 
pLgfpM
ex 
pLgfp
ex steht, da sich  
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immobilisiertem GvpLHis mit einem GvpM-Zelllysat nachgewiesen werden konnte (s. Abschnitt 
4.3). Allerdings scheinen bei dieser Interaktion die GvpM-Aggregate nicht aufgelöst zu 
werden.  
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4.5. Mutagenesestudien mit GvpM 
Das 9 kDa große GvpM ist ein essentielles Protein bei der Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum 
PHH1 (Offner et al., 2000). Es wird in geringen Mengen, während der exponentiellen 
Wachstumsphase gebildet, was vermuten lässt, dass es bei der Initation der Gasvesikelbildung 
eine Rolle spielt. Die bisher in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen außerdem, dass 
große Mengen von GvpM zu einer starken Reduktion bzw. Inhibition der Gasvesikelbildung in 
p-vac-Transformanten führt (s. Abschnitt 4.1). Weiterhin wurde durch in vivo Analysen mit 
Gvp-GFP Fusionsproteinen bei GvpM eine starke Tendenz zur Aggregation festgestellt (s. 
Abschnitt 4.3). GvpM und GvpA, das Hauptstrukturprotein der Gasvesikelhülle, weisen 
Ähnlichkeiten in ihrer Aminosäuresequenz auf. Zusammen mit GvpJ gehören sie zur GvpAJM-
Gruppe homologer Gasvesikelproteine. Dabei ist die Sequenzähnlichkeit von GvpJ zu GvpA 
und GvpM aber größer als zwischen GvpM und GvpA. Es wird vermutet, dass es sich bei 
GvpM und auch GvpJ um weitere Gasvesikelstrukturproteine handelt, was bisher jedoch nicht 
eindeutig bestätigt werden konnte. Nach dem für GvpA ermittelten Strukturmodell bildet das 
Protein zwei α-Helices, welche getrennt durch zwei antiparallel angeordnete β-Faltblätter 
vorliegen (Strunk et al., 2011). Die erste α-Helix wird nach diesem Modell von den 
Aminosäuren 9-19 gebildet und die zweite α-Helix von den Aminosäuren 48-67. Die 
dazwischen liegenden β-Faltblätter werden zum einen von den Aminosäuren 23-31 und zum 
anderen von den Aminosäuren 35-43 gebildet (Abb. 17 nach Strunk et al., 2011). Für GvpM 
existiert bisher kein solches Strukturmodell, jedoch postulieren bioinformatisch ermittelte 
Sekundär-Strukturvorhersagen drei α-Helices, welche von den Aminosäuren 10-19, 41-56 und 
63-73 gebildet werden (Abb. 17). Zwischen α-Helix I und α-Helix II werden β-
Faltblattstrukturen vorausgesagt. 
 
 
Abb. 17:  Aminosäurealignment von pGvpA, pGvpJ und pGvpM und Vorhersagen über α-helicale- und β-Faltblatt-
Bereiche bei pGvpA und pGvpM. Gelb markiert sind konservierte Aminosäuren in allen drei Sequenzen, grün 
markiert sind Aminosäuren mit ähnlichen biochemischen Eigenschaften. Oben gezeigt ist ein Modell, welches die 
Sekundärstruktur für GvpA aufzeigt (nach Strunk et al., 2011). Unten gezeigt ist ein Modell, welches die 
Sekundärstruktur für GvpM voraussagt (bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED). H=α-Helix; E=β-Faltblatt 
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Im Folgenden sollten die Auswirkungen von Substitutionsmutanten und einer 
Deletionsmutante am akzessorischen Gasvesikelprotein GvpM auf die Bildung von Gasvesikeln 
untersucht werden. Dadurch sollten die funktionellen Bereiche des GvpM identifiziert werden. 
Außerdem könnte es möglich sein, Rückschlüsse über die Funktion des GvpM bei der 
Gasvesikelbildung zu ziehen.  
In einer früheren Arbeit wurden bereits einige GvpM-Mutanten hergestellt und in pvac∆M 
+pMMut-Transformanten untersucht (Bachelorarbeit Kerstin Winter, 2012). Dabei wurden 
gezielt Aminosäuren im Bereich der vorausgesagten α-Helix I, der α-Helix II sowie im Bereich 
zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I substituiert. Hierbei wurden vor allem Aminosäuren 
gewählt, die im Vergleich zur GvpA-Sequenz konserviert sind, sowie Aminosäuren, die an der 
gleichen Position sitzen wie Aminosäuren in der GvpA-Sequenz und bei denen sich bei einer 
Substitution in GvpA ein starker Effekt auf die Gasvesikelbildung in entsprechenden 
Transformanten gezeigt hat.  Außerdem wurden im N-terminalen Bereich des GvpM 10 bzw. 
20 Aminosäuren und im C-terminalen Bereich 10 Aminosäuren deletiert. 
Die Analysen zeigten, dass der N-terminale Bereich des GvpM wichtig für dessen Funktion ist. 
Die Deletion von 10 bzw. 20 Aminosäuren am N-Terminus führte zu Vac negativen 
Transformanten, während Transformanten mit einer Deletion von 10 Aminosäuren am C-
Terminus des GvpM einen Vac positiven Phänotyp zeigten. Weiterhin inhibierte der Austausch 
einer hydrophoben Aminosäure zu einer geladenen Aminosäure an den Positionen 15 und 19, 
also in der vorhergesagten α-Helix I, die Gasvesikelbildung in entsprechenden 
Transformanten. Muationen im Bereich der α-Helix II führten zu Transformanten mit stark 
reduzierter Gasvesikelbildung. Bei allen weiteren getesteten Mutationen zeigte sich kein 
Effekt auf die Gasvesikelbildung in entsprechenden Transformanten. Alle Mutationen hatten 
keine Veränderungen der Gasvesikelmorphologie zur Folge, was darauf hindeutet, dass GvpM 
nicht an der Formgebung der Gasvesikel beteiligt ist (Bachelorarbeit Winter, 2012).  
In dieser Arbeit wurden weitere Mutationen im Bereich der α-Helix II (A48D, Y56A), dem β-
Faltblatt I (A23D, V24D), in den dazwischen liegenden Bereichen (R20A/D21A, R20D/D21R, 
G22D, I36M) sowie am N-Terminus des Proteins (∆5N) hergestellt und ihr Einfluss auf die 
Gasvesikelbildung in pvac∆M +pMMut-Transformanten untersucht (Abb. 18). 
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Abb. 18: Muationen im GvpM, die in dieser Arbeit untersucht wurden. Oben gezeigt ist die GvpM-Sequenz mit den 
farbig markierten Mutationen. blau= Deletion ∆5N; rot= Mutationen im β-Faltblatt I; violett= Mutationen zwischen 
α-Helix I und β-Faltblatt I bzw. zwischen β-Faltblatt II und III; grün= Mutationen in der α-Helix II. Unten gezeigt ist 
das Modell, welches die Sekundärstruktur für GvpM vorraussagt (bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED). H=α-
Helix; E=β-Faltblatt 
 
4.5.1. Einführen von Mutationen in den gvpM-Leserahmen über ortsspezifische 
Mutagenese-PCR 
Die verschiedenen GvpM-Mutanten wurden über ortsspezifische Mutagenese hergestellt, 
wobei in der DNA-Sequenz gezielt einzelne Aminosäuren substituiert bzw. im Fall von ∆5N 
vier Aminosäuren deletiert wurden. Die hierfür verwendeten synthetischen Oligonukleotide 
sind in Tabelle 1 aufgeführt. Als Matrize diente ein zuvor hergestelltes pM-WT-Konstrukt, 
welches über die Restriktionserkennungssequenzen PstI und Acc651 inseriert in pBSK+ 
vorlag. Die so hergestellten Plasmide wurden alle durch DNA-Sequenzanalysen auf ihre 
Richtigkeit überprüft (Daten nicht gezeigt). Anschließend erfolgte die Klonierung der 
mutierten Sequenz in den halobakteriellen Expressionsvektor pJAS35 über PstI und Acc651.  
Zur Analyse der Auswirkungen der einzelnen Mutationen in GvpM auf die Gasvesikelbildung 
wurde Hfx. volcanii WR340 mit dem pMMut
ex-Konstrukt und dem pvac∆M-pWL102-Konstrukt 
transformiert (Offner et al., 2000). Als Negativkontrollen dienten sowohl untransformierte 
Hfx. volcanii-Zellen als auch Zellen, welche ausschließlich das pvac∆M-Konstrukt enthielten. 
Als Positivkontrolle wurde die Transformante pvac∆M +pMWT
ex verwendet.  
Für den Nachweis der Plasmide und der Expression der gewünschten Gene wurden für 
Southern- bzw. Western-Analysen in der spät-exponentiellen Wachstumsphase Proben  ent-
nommen. Die Plasmide der Transformanten wurden isoliert, mit PstI und Acc651 hydrolisiert 
und über eine Southern-Analyse mittels einer gvpM-spezifischen DIG-DNA-Sonde kontrolliert 
(Abb. 19).  
  
Abb. 19:  Southern-Analyse zur Detektion 
jeweils 500 ng Plasmid-DNA mit 
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran tr
gvpM gerichtete DIG-DNA-Sonde. D
WT=Wildtyp-gvpM 
 
Bei allen pvac∆M +pMMut
ex
bp nachgewiesen werden, ebenso bei der Positivkontrolle pvac
beiden Negativkontrollen wurde dieses Fragment wie erwartet nicht detektiert. Die Signale 
bei 10 kbp  und 6 kbp sind auf eine unspezifische Bindung der Sonde zurückzuführen.
Über Western-Analysen so
Transformanten überprüft werden. Hierfür wurden Zelllysate aus je 50 ml Zellen aus der spät
exponentiellen Wachstumsphase hergestellt. Zu
spezifisches Antiserum verwendet
 
Abb. 20: Western-Analyse zum Nachweis des GvpM
Jeweils 20 µg Gesamtprotein wurden über SDS
Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff IRDye 800 CE gekopp
weiß invertiert. Links anzeigt sind die Proteingrößen in kDa.
Zellen; WT=Wildtyp-GvpM 
 
des gvpM-Fragments in pvac∆M +pMMut
ex-Transformanten
PstI und Acc651 hydrolysiert, die Fragmente über ein 1%iges Agarosegel 
ansferiert. Die Detektion des gvpM-Fragment
er Film wurde 60 min exponiert. Hfx=untransformierte 
-Transformanten konnte das gvpM-Fragment in der Größe von 265
∆M +pM
llte die Produktion des GvpMMut in den entsprechenden 
r Detektion von GvpM wurde ein 
 (Abb. 20).  
-Proteins in Hfx. volcanii pvac∆M +
-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF
GvpM-Antiserum. Zur Detektion wurde ein mit dem 
elter sekundärer Antikörper verwendet. Die Blots wurden nach schwarz
 Hfx=Zelllysat von untransformierten 
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Bei allen pvac∆M +pMMut
ex-Transformanten und der Positivkontrolle konnte das GvpM-
Monomer (9 kDa) detektiert werden sowie eine zweite Bande in Höhe von ca. 20 kDa (Abb. 
20). Hierbei könnte es sich um das GvpM-Dimer handeln. In den beiden Negativkontrollen 
wurde wie erwartet keine GvpM-Bande detektiert. Durch die Western-Analyse konnte 
bestätigt werden, dass die verschiedenen Mutationen im GvpM keinen Einfluss auf die 
Produktion oder die Stabilität des Proteins haben.  
 
4.5.2. Analyse der Gasvesikelbildung in pvac∆M +pMMut
ex-Transformanten 
Um den Einfluss der GvpM-Mutationen auf die Gasvesikelbildung in Hfx. volcanii-
Transformanten zu ermitteln wurde zunächst der Phänotyp von Kolonien bestimmt. 
Anschließend wurden die Zellen im Phasenkontrastmikroskop (PKM) sowie durch 
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht (Abb. 21). In Flüssigkultur 
gewachsene Transformanten, die auch für die Untersuchung des Wachstumsverhaltens 
verwendet wurden (s. Abschnitt 4.5.1), wurden auf Nährböden ausgestrichen und bei 42°C in 
feuchter Atmosphäre für 3-5 Tage inkubiert. Anschließend wurden die Nährböden bei 
Zimmertemperatur gelagert. Nach ca. 2 Wochen waren erste rosafarbene, gasvesikelbildene 
Kolonien erkennbar. Die finale Auswertung erfolgte aber erst nach vier Wochen Inkubation, 
um das Ergebnis  bei Vac negativen Transformanten abzusichern (Abb. 21).  
 
 
 
 
  
Abb. 21: Einfluss von Mutationen im 
gezeigt sind Kolonien, welche 4 
phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Zellen und unten repäsentative TEM
Negativkontrolle ist die pvac∆M
Maßstabsbalken in den TEM-Aufnahmen entspricht 1 µm.
 
Die Zellen der Negativkontrolle pvac
Fehlen von Gasvesikeln schließen lässt. Auch bei der mikroskopischen Analyse 
und TEM konnten keine Gasvesikel in den Z
Zellen der Positivkontrolle pvac
und im TEM konnten Zellen mit Ga
30-50 Gasvesikel pro Zelle, mit ähnlichen Größen und Formen wie beim Wildtyp von 
salinarum PHH1 gezeigt werden konn
Transformanten mit den Mutationen
bildeten weißlich-rosa Kolonien
GvpM auf die Gasvesikelbildung in  Hfx. volcanii
Wochen auf Nährböden gewachsen sind, in der Mitte 
-Aufnahmen der Zellen. Als 
- und als Positivkontrolle die pvac∆M +pMWT
ex-Transformante gezeigt. 
 
∆M waren wie erwartet rot und transparent, was
ellen detektiert werden (Abb. 21
∆M +pMWT
ex hatten einen Vac positiven 
svesikeln detektiert werden. Vac positive 
te (bis zu 0,5 µm lang). Die
 I36M-, Y56A-, R20A/D21A- oder 
, vergleichbar mit denen der Positivkontrolle
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Hbt. 
 p-vac∆M +pMMut
ex-
R20D/D21R in GvpM 
 (Abb. 21). Die 
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mikroskopische Analyse dieser Mutanten zeigte bei allen 80-90% gasvesikulierte Zellen, die in 
Form und Größe mit denen in der Positivkontrolle vergleichbar waren. Die jeweilige 
Substitution der Aminosäuren an dieser Position hat keine Auswirkung auf die 
Gasvesikelbildung. Die Transformanten mit den GvpM-Mutationen A23D, A48D, G22D, V24D 
und ∆5N waren dagegen Vac negativ. Bei den Substitutionsmutanten wurden bei der 
mikroskopischen Analyse ausschließlich Zellen ohne Gasvesikel detektiert. Die Substitution 
der hydrophoben Aminosäuren zum negativ geladenen Aspartat an diesen Positionen, führt 
also zum Funktionsverlust von GvpM. Dagegen waren bei der ∆5N-Mutante einige Zellen mit 
Gasvesikeln vorhanden. Die TEM-Analyse zeigte aber, dass diese Vac positiven Zellen nur ca. 
2-3 Gasvesikel pro Zelle enthielten, welche bis zu 1,5 µm lang waren (Abb. 21). In Tabelle 4 
sind die Ergebnisse der Analyse zur Gasvesikelbildung in pvac∆M +pMMut
ex-Transformanten 
nochmals zusammengefasst. 
 
Tabelle 4: Einfluss der verschiedenen Mutationen von GvpM auf die Gasvesikelbildung 
GvpM-Mutante  Sequenzbereich der Mutation*  Gasvesikelbildung (Phänotyp, PKM, TEM) 
M-WT           -    Vac positiv, mit GV gefüllt, ca. 0,5 µm lang 
I36M   zwischen β-Faltblatt I und II  Vac positiv, wie WT 
Y56A   α-Helix II     Vac positiv, wie WT 
R20A/D21A  zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I  Vac positiv, wie WT 
R20D/D21R  zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I  Vac positiv, wie WT 
A23D   β-Faltblatt I    Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 
A48D   α-Helix II     Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 
G22D   zwischen α-Helix I und β-Faltblatt I  Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 
V24D   β-Faltblatt I    Vac negativ, 100% ohne Gasvesikel 
∆5N   N-Terminus    Vac negativ, 10-15% der Zellen mit 2-3 
        Gasvesikeln, bis zu 1,5 µm lang 
 
* abgeleitet von Sekundärstrukturvorhersage, bioinformatisch ermittelt durch PSIPRED  
 
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass vor allem hydrophobe Aminosäuren für die Funktion 
von GvpM entscheidend sind. Keine der getesteten Mutationen hatte eine Veränderung in der 
Gasvesikelmorphologie zur Folge, was darauf hindeutet, dass GvpM nicht an der Formgebung 
der Gasvesikel beteiligt ist. 
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5. Diskussion 
Die Gasvesikelbildung in Hbt. salinarum PHH1 benötigt die Expression der Gene gvpACNO 
und gvpDEFGHIJKLM (Englert et al., 1992a). Die gvpFGHIJKLM-mRNA wird in der 
exponentiellen Wachstumsphase in geringen Mengen und vor dem Sichtbarwerden von 
Gasvesikelvorstrukturen transkribiert, was impliziert, dass alle bzw. viele dieser Genprodukte 
bei der Initation der Gasvesikelbildung eine Rolle spielen (Englert et al., 1992a). Von diesen 
akzessorischen Gasvesikelproteinen sind GvpF, G, J, K, L und M essentiell für die Gasvesikel-
bildung (Offner et al., 2000). GvpJ und GvpM sind wie das Hauptstrukturprotein GvpA sehr 
hydrophobe Proteine und weisen Sequenzähnlichkeiten zu GvpA auf. Daher ist es 
wahrscheinlich, dass diese Proteine ebenfalls einen Teil der Gasvesikelhülle bilden. Mit 
Ausnahme von GvpK konnten die GvpF-M-Proteine in geringen Mengen in isolierten 
Gasvesikeln nachgewiesen werden (Shukla & DasSarma, 2004; Chu et al., 2011). Dennoch ist 
die genaue Funktion dieser Proteine bei der Gasvesikelbildung noch unklar. 
In dieser Arbeit wurden die akzessorischen Gasvesikelproteine GvpF-M der p-vac Region aus 
Hbt. salinarum PHH1 untersucht, um die Funktion dieser Proteine bei der Bildung der 
Gasvesikel näher zu beleuchten. Dazu wurde der Effekt einer Überproduktion eines einzelnen 
Gasvesikelproteins auf die Gasvesikelsynthese in p-vac +pXex-Transformanten getestet. Die 
Gasvesikelproteine wurden auch durch in vivo Analysen mittels Gvp-GFP Fusionsproteinen 
untersucht und die Interaktion verschiedener akzessorischer Gasvesikelproteine in vitro und 
in vivo getestet. Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Effekt von Mutationen im GvpM auf die 
Bildung von Gasvesikeln analysiert, um Rückschlüsse über die Funktion von GvpM bei der 
Gasvesikelbildung ziehen zu können. 
 
5.1.  Erhöhte Mengen von GvpG, GvpH oder GvpM inhibieren die Gasvesikelbildung 
Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von GvpG, H oder M zu einer  Inhibition 
der Gasvesikelbildung in p-vac +pXex-Transformanten führte, während erhöhte Mengen von 
GvpF, I, J, K oder L keinen Effekt hatten. Das Ungleichgewicht der GvpG-, GvpH- oder GvpM-
Menge scheint die Bildung von Gasvesikeln, welche über die Expression der p-vac Region 
vermittelt wird, zu stören (Tabelle 5). Der Vac positive Phänotyp in der p-vac +pGHIJKLMex-
Transformante unterstützt diese Vermutung. Ein geringer Anteil der p-vac +pMex-Zellen war 
Vac positiv, enthielt aber nur 2-5 extrem lange (bis 1,5 µm) Gasvesikel im Gegensatz zu p-vac-
Transformanten, die 30-50 spindelförmige (bis 0,5 µm lange) Gasvesikel enthalten.  
Auch die wenigen Vac positiven Zellen der p-vac +pHex-Transformante zeigten eine 
veränderte Gasvesikelmorphologie. Die Gasvesikel waren im Vergleich zu Wildtyp-Gasvesikeln 
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sehr klein und rundlich, was eine Störung des Gasvesikel-Wachstums vermuten lässt. Frühere 
Experimente haben gezeigt, dass die Deletion von GvpH zu instabilen Gasvesikeln führt, 
weshalb GvpH eine stabilisierende Funktion bei der Gasvesikelbildung zugesprochen wird 
(Offner et al., 2000).   
Bei p-vac +pGex, +pHex und +pMex wurde das GvpA-Protein und dessen Aggregate nachge-
wiesen. Die großen Mengen von GvpG, GvpH oder GvpM scheinen die GvpA-Synthese und die 
Multimerisierung oder Aggregation des Proteins also nicht zu verhindern.  
Die Produktion der akzessorischen Gasvesikelproteine unter Kontrolle des Ferredoxin-
Promotors in pJAS35 in pXex- und p-vac +pXex-Transformanten konnte ebenfalls nachge-
wiesen werden. Dagegen werden die Proteine von der p-vac Region nur in geringer Menge 
gebildet. GvpG und GvpM zeigten kein Signal im Lysat von p-vac-Transformanten und GvpJ 
und GvpH nur ein sehr schwaches Signal. Wahrscheinlich ist, dass die durch die p-vac Region 
produzierte Menge dieser Proteine nur minimal ist und für GvpG und GvpM unter der 
Nachweisgrenze liegt. Möglich wäre aber auch, dass die Proteine zum Zeitpunkt der 
Probenentnahme schon weitgehend abgebaut waren oder in die Gasvesikelhülle eingebaut 
wurden. 
Weiterhin wurde eine Multimerisierung bzw. Aggregation der hydrophoben Proteine GvpM 
und GvpJ beobachtet. Beide Proteine zeigen Sequenzähnlichkeiten zu GvpA. Western-
Analysen zum Nachweis von GvpA zeigten eine starke Oligomerisierung dieses Proteins. Bei 
GvpJ und GvpM konnte ebenfalls eine Aggregation nachgewiesen werden, jedoch sehr viel 
schwächer als bei GvpA. Möglicherweise führt die Aggregation von großen Mengen GvpM mit 
sich selbst oder anderen, nur in geringer Menge vorhandenen, akzessorischen 
Gasvesikelproteinen zur Inhibition der Gasvesikelbildung in der p-vac +pMex-Transformante. 
Die wenigen, sehr großen Gasvesikel in einigen Zellen der p-vac +pMex-Transformante 
unterstützen diese Vermutung. Unter Umständen führen die großen GvpM-Mengen zu einer 
Multimerisierung mit anderen akzessorischen Gasvesikelproteinen, wodurch diese zur Bildung 
von Gasvesikelvorläuferstrukturen nicht mehr zur Verfügung stehen. Dies würde die Bildung 
von Initationskomplexen zum Start der GvpA-Assemblierung stark verringern und die großen 
Mengen von GvpA würden in weniger Gasvesikel eingebaut werden. 
Die Inhibition der Gasvesikelbildung in p-vac +pGex, +pHex und +pMex unterstützt die 
Vermutung, dass diese drei Proteine für die Initation der Gasvesikelbildung essentiell sind und 
dabei nur in geringer Menge benötigt werden.  
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5.2. GvpH, GvpJ und GvpL kompensieren den inhibitorischen Effekt großer GvpM-
Mengen  
Die Inhibition der Gasvesikelbildung in Gegenwart großer Mengen von GvpM lässt vermuten, 
dass für eine intakte Gasvesikelbildung die Menge bestimmter akzessorischer Gasvesikel-
proteine in einem bestimmten Verhältnis zueinander stehen muss. Unterstützt wird diese 
Vermutung durch die Tatsache, dass p-vac +pGHIJKLMex-Transformanten einen Vac positiven 
Phänotyp aufweisen. Im Folgenden wurde daher getestet, ob auch durch einzelne 
Gasvesikelproteine die inhibitorische Wirkung von GvpM kompensiert werden kann, wenn 
diese in vergleichbarer Menge vorhanden sind.  
Die Kompensation des inhibitorischen Effekts von GvpM wurde in p-vac +pXMex-
Transformanten untersucht. Im Fall von p-vac +pHMex, +pJMex oder +pLMex waren die 
Transformanten Vac positiv, was vermuten lässt, dass GvpH, GvpJ und GvpL den 
inhibitorischen Effekt großer GvpM-Mengen auf die Gasvesikelbildung kompensieren können 
(Tabelle 5). Dagegen waren p-vac +pGMex-Transformanten Vac negativ, was darauf hindeutet 
das GvpG den inhibitorischen Effekt von GvpM nicht kompensieren kann (Tabelle 5). Daher 
ist es wahrscheinlich, dass GvpG und GvpM nicht interagieren oder das deren Wechsel-
wirkung nicht zu einer Kompensation des inhibitorischen Effekts beider Proteine führt. GvpH, 
GvpJ und GvpL könnten dagegen potentielle Interaktionspartner von GvpM sein. Diese 
Vermutung konnte durch Western-Analysen mit Zelllysaten der entsprechenden 
Transformanten untermauert werden. GvpG wurde ausschließlich als monomerisches Protein 
detektiert, sowohl in der pGex- als auch in der pGMex-Transformante. Bei GvpH und GvpJ 
konnten jedoch zusätzliche, größere Proteinbanden in der Anwesenheit von GvpM detektiert 
werden, was auf eine Interaktion der beiden Proteine schließen lässt. Bei pLMex wurden 
jedoch im Vergleich zu pLex keine zusätzlichen Proteinbanden detektiert. Bei beiden Zellysaten 
waren zwar neben der Monomerbande zwei größere Proteinbanden zu sehen, diese sind 
jedoch auf eine unspezifische Bindung des GvpL-Antiserums zurückzuführen. 
Große Mengen von GvpH oder GvpM inhibierten die Gasvesikelbildung in p-vac +pHex und 
+pMex-Transformanten, während p-vac +pHMex-Transformanten Vac positiv sind. Vergleich-
bar große Mengen von GvpH und GvpM können sich offenbar gegenseitig neutralisieren und 
den inhibitorischen Effekt beider Proteine auf die Gasvesikelbildung aufheben. In p-vac 
+pJMex-und p-vac +pLMex-Transformanten wurden ebenfalls Gasvesikel, vergleichbar zu p-
vac-Transformanten, gebildet, jedoch wirkten große Mengen von GvpJ oder GvpL nicht 
inhibitorisch auf die Gasvesikelbildung. Es ist wahrscheinlich, dass GvpJ, GvpH und auch 
GvpL mit GvpM interagieren und auf diese Weise die inhibitorische Wirkung der großen 
GvpM-Menge kompensieren.  
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5.3. GvpM interagiert mit GvpH, GvpJ und GvpL 
Die bisherigen Ergebnisse unterstreichen die Vermutung, dass zwischen GvpM und anderen 
akzessorischen Gasvesikelproteinen eine Wechselwirkung stattfindet, die möglicherweise den 
Startpunkt zur GvpA-Assemblierung bildet. Potentielle Kandidaten für eine Interaktion mit 
GvpM waren GvpH, GvpJ und GvpL, da diese Proteine den inhibitorischen Effekt großer 
GvpM-Mengen auf die Gasvesikelbildung kompensierten, wenn sie in gleich großer Menge 
relativ zu GvpM vorhanden waren. Zwischen GvpG und GvpM fand dagegen unter diesen 
Bedingungen keine Kompensation des inhibitorischen Effekts beider Proteine statt. 
Zur Klärung der Frage, ob zwischen GvpM und GvpH, GvpJ, GvpL und auch GvpG eine 
Wechselwirkung stattfindet, wurden in vitro Protein-Protein-Interaktionsexperimente durch-
geführt. Die Interaktionsfähigkeit wurde über Ni-NTA-Affinitätschromatographie bestimmt. 
Die Gasvesikelproteine müssen hierfür rekombinant in E. coli produziert werden und liegen 
damit in einer inaktiven Form vor. Die Produktion von GvpHis-Proteinen in Hfx. volcanii über 
pJAS35 liefert leider keine ausreichend hohen Proteinmengen. Für Interaktionsexperimente 
ist jedoch die Verwendung von nativ gefalteten Proteinen nötig. Um zunächst eine 
vollständige Entfaltung der Proteine zu gewährleisten, erfolgte die Aufreinigung der GvpHis-
Proteine aus E.coli unter stark denaturienden Bedingungen in 8 M Harnstoff. Durch eine 
schrittweise Dialyse mit steigender KCl- und sinkender Harnstoffkonzentration sollten die 
Proteine anschließend in ihre native Konformation rückgefaltet werden. Die Verwendung von 
KCl ist dadurch begründet, dass Hbt. salinarum die salt-in strategie verwendet, die dazu führt, 
dass im Cytoplasma isoosmolare Konzentrationen von KCl im Vergleich zum Außenmedium 
vorliegen (Dennis & Shimmin, 1997). Eine erfolgreiche Rückfaltung unter den oben 
genannten Bedingungen konnte bereits für die Glukosedehydrogenase aus Hfx. mediterranei 
(Pire et al., 2001) und für das TBP-Protein aus Hbt. salinarum (Soppa & Link, 1997) gezeigt 
werden. Eine Möglichkeit das Problem der Rückfaltung zu umgehen, wäre die homologe und 
gezielte Überexpression von haloarchaealen Proteinen, wie sie 2007 von Large et al. 
beschrieben wurde. Hier könnten durch homologe Rekombination gvp-Leserahmen unter 
Kontrolle eines Tryphtophan-induzierbaren Promotors in das Genom von Hfx. volcanii 
inseriert werden. 
Für die Interaktionsexperimente wurden in dieser Arbeit die rückgefalteten GvpHis-Proteine 
sowie Zelllysate der Hfx. volcanii-Transformanten, die die entsprechenden Gvp-Proteine 
synthetisierten, verwendet. 
Für GvpMHis konnte eine Interaktion mit GvpJ gezeigt werden (Tabelle 5). Neben dem GvpJ-
Monomer wurden noch zusätzliche, größere Proteinbanden, sowie ein "Bandenschmier" 
detektiert, was auf eine starke Multimerisierung von GvpJ in Gegenwart von GvpM schließen 
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lässt. Die Kontrolle zeigte nur die GvpJ-Monomerbande, sowie eine zusätzliche Bande bei ca. 
45 kDa. Ein ähnliches Ergebnis wurde bereits bei der Western-Analyse mit Zellysaten der 
pJMex- und der pJex-Transformante erzielt. Auch hier zeigte das pJex-Zelllysat eine 
Monomerbande und eine weitere 45 kDa-Bande, während bei pJMex zusätzliche 
Proteinbanden sowie ein "Bandenschmier" detektiert wurde. Bei der Interaktion von GvpM 
und GvpJ kommt es also zur Bildung großer SDS-unlöslicher Proteinaggregate. In welchem 
Mengenverhältnis die beiden Proteine in diesen Komplexen vorhanden sind oder ob sie nur 
aus GvpJ bestehen ist jedoch unklar. Im pJMex-Zelllysat konnten zusätzliche Proteinbanden 
nur mittels GvpJ-Antiserum nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass deutlich mehr 
GvpJ in diesen Aggregaten vorhanden ist als GvpM bzw. dass die Aggregate nur aus GvpJ 
bestehen. 
Für GvpMHis und GvpG konnte in vitro keine Interaktion nachgewiesen werden (Tabelle 5). 
Für p-vac +pGMex-Transformanten konnte gezeigt werden, dass durch vergleichbar große 
Mengen von GvpG und GvpM keine Kompensation des inhibitorischen Effekts großer Mengen 
von GvpM oder GvpG stattfindet, da diese Transformanten nach wie vor Vac negativ sind. 
Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass die beiden Proteine nicht miteinander interagieren 
und daher der inhibitorische Effekt beider Proteine bestehen bleibt. 
Für GvpMHis und GvpH sowie GvpMHis und GvpL konnte über Ni-NTA-
Affinitätschromatographie allerdings ebenfalls keine Interaktion nachgewiesen werden. Daher 
wurde das Experiment vice versa wiederholt, wobei GvpHHis bzw. GvpLHis rekombinant in 
E.coli produziert wurden und nach Rückfaltung in ihre native Konformation und Bindung an 
eine Ni-NTA-Matrix, mit einem GvpM-Zelllysat inkubiert wurden. Für beide Proteine konnte 
eine spezifische Interaktion mit GvpM nachgewiesen werden (Tabelle 5). Diese 
widersprüchlichen Ergebnisse sind dadurch erklärbar, dass der C-terminale His-tag von 
GvpMHis möglicherweise die Bindung von GvpH und GvpL beeinträchtigt und deshalb eine 
Interaktion nicht nachweisbar ist. Beim Interaktionsnachweis von GvpHHis bzw. GvpLHis mit 
GvpM wurde ausschließlich das GvpM-Monomer nachgewiesen. Größere Proteinaggregate, 
wie bei der Interaktion von GvpMHis und GvpJ wurden dagegen nicht detektiert. 
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse die Interaktion von GvpM +GvpJ, +GvpH und 
+GvpL. Es ist wahrscheinlich, dass über diese Wechselwirkung die Gasvesikelbildung und die 
Kompensation der inhibierenden Wirkung großer Mengen von GvpM auf die 
Gasvesikelbildung erfolgt. 
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5.4. Gvp-GFP Fusionen visualisieren in vivo Proteinaggregationen   
Eine salz- adaptierte Variante des GFP-Proteins (smRS-GFP) wurde zur Analyse von Gvp-GFP 
Fusionsproteinen verwendet, um bei den jeweiligen Fusionsproteinen in vivo putative 
Proteinaggregationen zu detektieren. Grundsätzlich lässt sich sagen, dass in Anwesenheit der 
p-vac Region die Fluoreszenzintensität des jeweiligen Fusionsproteins abnahm. Das spricht für 
eine generelle Interaktion von Gasvesikelproteinen untereinander. Eine eindeutige 
Lokalisierung der Proteine an der Gasvesikelhülle war leider nicht möglich, da hierfür keine 
ausreichend hohe Auflösung erzielt werden konnte. Bei der fluoreszenzmikroskopischen 
Analyse von Gasvesikeln aus lysierten Zellen konnte kein sichtbares Fluoreszenzsignal 
detektiert werden. Das könnte zum einen daran liegen, dass die entsprechenden Gvp-GFP 
Fusionsproteine kein Teil der Gasvesikelhülle sind, zum anderen daran, dass das jeweilige 
Gvp-GFP-Protein in zu geringer Menge in der Gasvesikelhülle vorhanden ist, um ein sichtbares 
Fluoreszenzsignal zu liefern.  
Die Methode ist jedoch dazu geeignet, um das starke Aggregationsverhalten einzelner 
Gasvesikelproteine in vivo zu studieren. 
Transformanten mit Expression von pHgfp
ex oder pLgfp
ex zeigten eine verteilte Fluoreszenz in 
den Zellen, während bei Expression von pMgfp
ex nur einzelne, fluoreszierende Punkte in den 
Zellen beobachtet wurden (Tabelle 5). Diese fluoreszierenden Punkte konnten auch in den 
Vac negativen p-vac +pMgfp
ex
 -Transformanten detektiert werden, was auf eine starke 
Aggregation von GvpMGFP hinweist. Die Menge der von der p-vac-Region produzierten 
akzessorischen Gvp-Proteine reicht hier nicht aus, um die starke Aggregation von GvpMGFP 
aufzuheben und vermutlich ist diese GvpM-Aggregation für die Inhibition der 
Gasvesikelbildung in p-vac +pMex- bzw. +pMgfp
ex
 - Transformanten verantwortlich, da andere 
Proteine wie GvpH und GvpL möglicherweise in diese Aggregate einbezogen werden. Wie im 
Abschnitt 4.2 gezeigt wurde, wird der inhibitorische Effekt von GvpM kompensiert, wenn 
vergleichbare Mengen an GvpH, GvpJ oder GvpL vorhanden sind. 
Der Phänotyp von pvac∆M +pMgfp
ex-Transformanten war Vac negativ. Dagegen sind pvac∆M 
+pMex-Transformanten Vac positiv (Offner et al., 2000). Durch die Fusion mit GFP ist GvpM 
also nicht mehr in der Lage pvac∆M-Transformanten zu komplementieren. Möglicherweise 
behindert die C-terminale Fusion von GFP die Funktion von GvpM und die notwendigen 
GvpM-Interaktionen werden verhindert oder die gebildeten GvpMGFP-Aggregate sind für die 
Gasvesikelbildung nicht nutzbar.  
Bei pHgfp
ex-Transformanten fluoreszierte die gesamte Zelle, was eine gleichmäßige Verteilung 
dieses löslichen Proteins in der Zelle vermuten lässt. Jedoch zeigten sich in Anwesenheit der 
p-vac Region (also bei Anwesenheit geringer Mengen weiterer akzessorischer Gvp-Proteine) 
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zwei verschiedene Phänotypen, abhängig davon, ob die Zellen Gasvesikel enthielten oder 
nicht. Die meisten Zellen der p-vac +pHgfp
ex-Transformante waren Vac positiv, im Gegensatz 
zu den Vac negativen p-vac +pHex-Transformanten. Offenbar inhibieren große Mengen von 
GvpH die Gasvesikelbildung, während eine ähnlich große Menge an GvpHGFP diese nicht 
unterbindet. Offenbar ist der C-terminale Bereich von GvpH (an den GFP fusioniert ist) für die 
Wechselwirkung mit anderen Gasvesikelproteinen wichtig, was dann zu einer gestörten 
Gasvesikelbildung führt. Die Fusion mit GFP behindert vielleicht diesen Kontakt. Die Vac 
positiven Zellen von p-vac +pHgfp
ex zeigten eine verteilte Fluoreszenz, während die Vac 
negativen Zellen mehrere fluoreszierende Punkte aufwiesen (Tabelle 5). Dies zeigt eine 
Aggregation von GvpHGFP mit weiteren Gasvesikelproteinen, die aggregatorische Eigen-
schaften haben, wie GvpJ, GvpM oder auch GvpA. Die Aggregate führen aber nicht zur 
Bildung von Gasvesikeln. Die verteilte Fluoreszenz in Vac positiven Zellen von p-vac +pHgfp
ex  
könnte wiederum darauf hindeuten, dass GvpH an der Gasvesikelhülle adhäriert.  
 
5.5.  In vivo Nachweis der Interaktion von GvpM mit GvpH und GvpL   
Mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie konnte eine Interaktion von GvpM mit GvpJ, GvpH 
und GvpL in vitro nachgewiesen werden (Abschnitt 5.3). Die GvpHis-Proteine wurden nach der 
Produktion und Isolation aus E. coli durch Dialyse in steigenden KCl-Konzentrationen 
rückgefaltet. Mit dieser Methode lässt sich eine Fehlfaltung der Proteine allerdings nicht 
ausschließen, was zu falschen Ergebnissen führen könnte. 
Um die Wechselwirkung von GvpM und GvpH sowie GvpM und GvpL direkt zu zeigen, wurde 
eines dieser Gasvesikelproteine mit einer salz-adaptierten Variante von GFP fusioniert und das 
Aggregationsverhalten in vivo analysiert. Dazu wurden pXMgfp
ex-Transformanten hergestellt 
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Vorteil bei dieser Methode ist, dass die zu 
untersuchenden Gasvesikelproteine im Hochsalz vorliegen, was die korrekte Faltung der 
Proteine sicherstellt. 
Die Zellen der pHMgfp
ex-Transformanten fluoreszierten sehr schwach und es waren keine 
fluoreszierenden Punkte in den Zellen erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass bei 
Anwesenheit einer ähnlich großen Menge von GvpH, GvpMGFP die Fähigkeit zur Aggregation 
verliert. Die Fluoreszenz der Zellen war insgesamt sehr schwach, jedoch zeigte die 
Quantifizierung der Fluoreszenzstärke im Phosphor Imager vergleichbare Werte zu MGFP-
Zellen. Bei der pMgfp
ex-Transformante sind nur einzelne, kleine fluoreszierende Punkte zu 
sehen, die aber sehr stark fluoreszieren, während der Rest der Zelle keine Fluoreszenz zeigt. 
Bei Betrachtung der Gesamtfläche der Zelle ergibt sich also eine relativ schwache 
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Fluoreszenzstärke. Bei Anwesenheit von GvpH findet keine sichtbare Aggregation von 
GvpMGFP statt und die GvpMGFP-Moleküle verteilen sich auf die gesamte Zelle, was zu einer 
vergleichbar schwachen Fluoreszenzstärke führt. 
In der pLMgfp
ex-Transformante zeigten sich dagegen fluoreszierende Punkte in den Zellen, 
ähnlich wie in der pMgfp
ex-Transformante. Durch die Anwesenheit von GvpL wird also die 
MGFP-Aggregation nicht verhindert. Die Fluoreszenzstärke der Zellen war ebenfalls 
vergleichbar. 
Um die Ergebnisse zu untermauern, wurden zusätzlich pLgfpM
ex- und pHgfpM
ex-Transformanten 
untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass das vormals lösliche GvpLGFP durch die 
Anwesenheit von GvpM in Aggregate integriert wird. Das zeigt, dass GvpL und GvpM 
interagieren und gemeinsam ein GvpLGFP-GvpM-Aggregat bilden (Tabelle 5).  
Bei der pHgfpM
ex-Transformante wurde nur ein schwaches Fluoreszenzsignal detektiert, was 
sich auf die gesamte Zelle erstreckte. Jedoch wurde in wenigen Zellen ein fluoreszierender 
Punkt beobachtet. Möglicherweise handelt es sich hierbei um GvpM-Aggregate an denen 
GvpHGFP bindet. Die Auflösung der GvpM-Aggregate durch GvpH-GFP scheint daher weniger 
effektiv zu sein als mit GvpH.  
Die Interaktion von GvpM mit GvpH und GvpL kann demnach in vivo über entsprechende 
GFP-Fusionen nachgewiesen werden (Tabelle 5). Beide Interaktionen sorgen wahrscheinlich 
dafür, dass der inhibitorische Effekt von großen GvpM-Mengen in p-vac-Transformanten 
verhindert wird. Bei der Wechselwirkung von GvpH und GvpM wurde die Bildung größerer 
Aggregate von GvpM verhindert und GvpM steht zur Anlage der Gasvesikel zur Verfügung. 
Bei der Wechselwirkung von GvpM und GvpL wird dagegen das lösliche GvpL in die GvpM-
Aggregate intergriert. Ein ähnlicher Komplex spielt möglicherweise auch bei der 
Gasvesikelbildung eine Rolle. Damit können sowohl GvpH als auch GvpL die inhibitorische 
Wirkung großer Mengen von GvpM kompensieren, jedoch geschieht dies offenbar durch zwei 
unterschiedliche Mechanismen. 
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Tabelle 5. Aggregationsverhalten und Interaktionen der Gasvesikelproteine GvpG, H, J, L und M 
     Gvp 
 
Überexpression in    
 p-vac- Transformanten 
 
Kompensation des 
inhibitorischen 
Effekts durch 
 
Aggregation 
ohne p-vac 
 
Aggregation 
mit p-vac 
 
in vitro  
Interaktion    
 mit GvpM 
 
in vivo 
Interaktion  
mit GvpM 
     GvpG        Inhibition der       
Gasvesikelbildung 
         n. b.        n. b.        n.b.     nein  
(MHis+G) 
       n.b. 
     GvpH        Inhibition der 
Gasvesikelbildung 
        GvpM        nein  Vac negativ: ja             
Vac positiv: nein 
      
      ja 
(HHis+M) 
       ja                    
(keine  M-
Aggregate 
sichtbar) 
     GvpJ        kein Effekt              -        n.b.        n.b.       ja 
(MHis+J) 
       n.b. 
     GvpL 
        
       kein Effekt               -        nein        nein     ja 
(LHis+M) 
        ja 
(Entstehung 
von L/M-
Aggregaten) 
     GvpM        Inhibition der 
Gasvesikelbildung 
GvpH, GvpJ, GvpL        ja        ja    (ja)        ja 
n.b. =nicht nachgewiesen 
 
5.6. Hydrophobe Aminosäuren im N-terminalen Bereich von GvpM sind für die 
Funktion des Proteins essentiell 
Das Gasvesikelprotein GvpM ist ein essentielles Protein bei der Gasvesikelbildung in Hbt. 
salinarum PHH1 und wird in geringen Mengen während der exponentiellen Wachstumsphase 
gebildet (Offner et al., 2000). Es wird daher angenommen, dass GvpM in frühen Stadien der 
Gasvesikelbildung eine Rolle spielt und (wahrscheinlich in Kombination mit GvpH und GvpL) 
den Start zur GvpA-Assemblierung initiieren könnte. Die Aminosäure-Sequenzähnlichkeit von 
GvpM zu GvpA und die Tatsache, dass GvpM eine starke Tendenz zur Multimerisierung zeigt, 
verstärkt die Vermutung, dass es sich bei GvpM um ein in geringer Menge notwendiges 
Strukturprotein der Gasvesikel handelt.   
In dieser Arbeit wurden auch die Auswirkungen der Mutation einzelner Aminosäuren und 
kurzer Deletionen in der Aminosäuresequenz von GvpM auf die Gasvesikelbildung in p-vacΔM 
+pMMut-Transformanten untersucht. Darüber können funktionelle Bereiche von GvpM 
definiert werden, welche als Basis für weitere Untersuchungen zur Funktion von GvpM bei 
der Gasvesikelbildung dienen. Durch gezielte Mutagenese wurden 8 verschiedene 
Subtitutionsmutanten (R20A/D21A, R20D/D21R, G22D, A23D, V24D, I36M, A48D, Y56A)  
und eine Deletionsmutante (Δ5N) von GvpM hergestellt (Abb. 22). 
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Abb. 22: Auswirkungen verschiedener Mutationen im GvpM auf die Gasvesikelbildung. Aufgeführt sind 
Mutationen, welche bereits in einer früheren Arbeit untersucht wurden (Bachelorarbeit Winter, 2012, mit * 
gekennzeichnet) und die Ergebnisse dieser Arbeit. Oben gezeigt ist die GvpM-Sequenz. Darüber  ist die Vorhersage 
für die Sekundärstruktur des GvpM dargestellt (ermittelt durch PSIPRED). Rot gekennzeichnet sind Mutationen, 
welche in entsprechenden Transformanten zu einem Vac negativen Phänotyp führen.  
 
In einer früheren Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass Deletionen von 10 Aminosäuren 
am C-Terminus von GvpM keinen Einfluss auf die Gasvesikelbildung haben, während die 
Deletion von 10 oder 20 Aminosäuren am N-Terminus zu Vac negativen Transformanten führt 
(Abb. 22) (Bachelorarbeit Winter, 2012). Generell scheint der N-terminale Bereich von GvpM 
wichtig für die Funktion des Proteins zu sein, während der C-terminale Bereich weniger 
wichtig ist. In dieser Arbeit wurde die Deletion von fünf Aminosäuren am N-Terminus von 
GvpM untersucht und hierbei zeigte sich eine starke Reduktion der Gasvesikelbildung in den 
entsprechenden p-vacΔM +pMΔ5N-Transformanten (Abb. 22). Nur ca. 10-15% der Zellen 
waren Vac positiv, enthielten jedoch nur 2-3 extrem lange Gasvesikel pro Zelle (bis zu 1,5 µm 
lang). Über diese Mutation konnte die Bedeutung des N-Terminus von GvpM nochmals 
bestätigt werden. Möglicherweise interagieren Aminosäuren im N-terminalen Bereich des 
Proteins mit weiteren GvpM-Molekülen oder mit anderen Gasvesikelproteinen (z. B. GvpA, 
GvpH, GvpJ oder GvpL), was den Start zur GvpA-Assemblierung markiert. Es wäre aber auch 
denkbar, dass durch die Deletion der Aminosäuren, die Faltungsstabilität des Proteins 
beeinträchtigt wird. Die Anwesenheit von wenigen, sehr langen Gasvesikeln in einigen Vac 
positiven Zellen zeigt, dass die GvpA-Assemblierung nicht gestört ist, sondern dass die Anzahl 
an "funktionellen" Initiationskomplexen zur Bildung eines Gasvesikels reduziert ist. Das 
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unterstützt nochmals die Vermutung, dass GvpM an der Inititation der Gasvesikelbildung 
beteiligt ist. 
Generell konnte sowohl in der Bachelorarbeit von Kerstin Winter, als auch in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass im N-terminalen Bereich von GvpM, der Austausch einer hydrophoben 
Aminosäure zu einer geladenen Aminosäure zu einem Vac negativen Phänotyp in 
entsprechenden Transformanten führt (Abb. 22) (V15E, L19E: Bachelorarbeit Winter, 2012; 
G22D, A23D, V24D: diese Arbeit). Dagegen hat der Austausch einer geladenen Aminosäure zu 
einer hydrophoben oder einer entgegengesetzt geladenen Aminosäure keinen Einfluss auf die 
Gasvesikelbildung in diesem Bereich (Abb. 22) (E13A, D16A, R20A, D21A: Bachelorarbeit 
Winter, 2012; R20A/D21A, R20D/D21R: diese Arbeit). Die Ausbildung von hydrophoben 
Wechselwirkungen  scheint wichtig für die Funktion des Proteins zu sein. Ionische 
Wechselwirkungen über geladene Aminosäuren scheinen dagegen nur eine geringe Rolle bei 
GvpM zu spielen.  
Bei entsprechenden Mutationen in GvpA wurde dagegen festgestellt, dass geladene 
Aminosäuren und damit ionische Wechselwirkungen im N-terminalen Bereich für die 
Funktion des Proteins essentiell sind (Abb. 23) (Strunk et al., 2011 und AG Pfeifer, 
unveröffentliche Ergebnisse). Das deutet darauf hin, dass zwischen GvpA und GvpM keine 
direkte Interaktion besteht, sondern eher ein weiteres Gasvesikelprotein (z. B. GvpJ oder 
GvpL) den Kontakt vermittelt. Ein weiteres Indiz dafür ist die Tatsache, dass zwischen GvpA 
und GvpJ eine größere Aminosäure-Sequenzähnlichkeit besteht, als zwischen GvpA und 
GvpM. 
Mutationen in der vorhergesagten Helix II  im mittleren Bereich der Aminosäuresequenz von 
GvpM hatten unterschiedliche Auswirkungen auf die Gasvesikelbildung. Der Austausch von 
Alanin gegen eine geladene Aminosäure (A45E, A46E: Bachelorarbeit Winter, 2012; A48D: 
diese Arbeit) hatte eine Inhibition bzw. stark reduzierte Gasvesikelbildung zur Folge (Abb. 
22). Wiederum scheinen hydrophobe Wechselwirkungen in diesem Bereich des Proteins für 
dessen Funktion von Bedeutung zu sein. Möglicherweise könnte aufgrund dieser Mutationen 
die Interaktion mit anderen Gasvesikelproteinen gestört sein. Weiterhin zeigten 
Transformanten mit den Mutationen R44E, I47A und T52A eine stark reduzierte 
Gasvesikelbildung, während der Austausch von Tyrosin zu Alanin (Y56A) keinen Einfluss auf 
die Gasvesikelbildung zeigte (Abb. 22).  
Insgesamt betrachtet hatte keine der getesten Mutationen von GvpM einen Einfluss auf die 
Morphologie der Gasvesikel (Abb. 23). Bei GvpA dagegen lassen bestimmte Mutationen 
Formvarianten von Gasvesikeln, wie z.B. lange, dünne oder kleine, runde Gasvesikel, 
entstehen (Abb. 23 und Strunk et al., 2011). Das unterstützt die Vermutung, dass GvpM nicht 
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an der Formgebung der Gasvesikel, sondern eher bei der Initation der Gasvesikelbildung eine 
Rolle spielt. 
 
 
Abb.23: Aminosäurealignement von pGvpA und pGvpM und Kennzeichnung von mutierten Aminosäuren und 
deren Einfluss auf die Gasvesikelbildung. Mutierte Aminosäuren sind markiert und die unterschiedlichen 
Auswirkungen der Mutationen auf die Gasvesikelbildung farbig kodiert. Bei GvpA wurden alle markierten 
Aminosäuren gegen Alanin ausgetauscht (Ausnahmen: F51Y; K60L) (Strunk et al., 2011 und AG Pfeifer, 
unveröffentliche Ergebnisse). Die Mutationen in GvpM sind in Abb. 22 aufgeführt.  
 
5.7. Fazit und Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern, dass die relative Mengen der akzessorischen 
Gasvesikelproteine zueinander bei der Gasvesikelbildung eine bedeutende Rolle spielen. Die 
Gasvesikelproteine GvpG, GvpH und GvpM können die Gasvesikelbildung inhibieren, wenn sie 
in zu großer Menge vorhanden sind, da sie offenbar durch Interaktion mit anderen 
Gasvesikelproteinen für die Gasvesikelbildung notwendige Proteine "wegfangen". Durch 
kontrollierte Produktion definierter Mengen dieser Proteine in Hfx. volcanii-Transformanten 
wäre es vielleicht möglich, die absolute Menge von GvpG, GvpH und GvpM zu bestimmen, die 
für eine intakte Gasvesikelbildung benötigt wird, ebenso in welchem relativen 
Mengenverhältnis die Proteine zueinander stehen müssen.  
Am Beispiel von GvpM konnte gezeigt werden, dass der negative Effekt einer größeren GvpM-
Menge auf die Gasvesikelbildung durch die Anwesenheit ähnlich großer Mengen von GvpJ, 
GvpH oder GvpL aufgehoben werden kann. Da diese Proteine mit GvpM interagieren, liegt die 
Vermutung nahe, dass dies den negativen Effekt größerer Mengen an GvpM auf die 
Gasvesikelbildung aufhebt. Über GvpM-Mutanten könnten in zukünftigen Versuchen die 
(gleichen oder unterschiedlichen) Interaktionsstellen von GvpM für GvpJ, GvpH und GvpL 
identifiziert werden. GvpG und GvpM können ihre inhibitorische Wirkung dagegen nicht 
gegenseitig aufheben und es wurde in vitro auch keine Interaktion der beiden Proteine 
festgestellt. Interessant wäre es auch für GvpG mögliche Interaktionspartner zu finden, die die 
inhibitorische Wirkung großer Mengen dieses Proteins auf die Gasvesikelbildung aufheben 
können.  
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Des Weiteren wurde bisher nicht untersucht, ob möglicherweise die Reihenfolge, in der die 
akzessorischen Gasvesikelproteine translatiert werden für die Gasvesikelbildung von 
Bedeutung ist. Hierfür könnte man die Reihenfolge der Leserahmen der gvpF-M-Gene in 
verschiedenen Konstrukten beliebig austauschen und deren Expression in Hfx. volcanii-
Transformanten bezüglich der Bildung von Gasvesikeln untersuchen. 
Wie zuvor schon bekannt war, weisen das Hauptstrukturprotein GvpA sowie die essentiellen 
Proteine GvpJ und GvpM große Sequenzähnlichkeit auf, weshalb ihnen eine ähnliche 
Funktion bei der Gasvesikelbildung zugeschrieben wird. Vermutet wird, dass diese Proteine 
mit GvpA, aber auch untereinander interagieren und so den Start zur Gasvesikelbildung 
induzieren. Die Proteine könnten damit, wenn auch nur in geringer Menge vorhanden, auch 
einen Teil der Gasvesikelhülle bilden. Die Interaktion von GvpM und GvpJ konnte in dieser 
Arbeit in vitro nachgewiesen werden, wobei offenbar eine starke Multimerisierung des GvpJ-
Proteins stattfindet. Der Interaktionsnachweis von GvpJ und GvpM mit GvpA steht allerdings 
noch aus. Dieser ist zur Bestätigung der Hypothese absolut notwendig, bevorzugt auch mit 
Mutanten des GvpA-Proteins um die putativen Interaktionsbereiche mit GvpJ bzw. GvpM 
einzugrenzen. 
Eine in vivo Charakterisierung von GvpJ mittels GFP ist noch nicht gelungen, da bisher kein 
fluoreszierendes GvpJ-GFP Fusionsprotein hergestellt werden konnte. Es könnten weitere 
Linker-Variationen getestet werden, um ein solches zu erhalten. Für in vivo Analysen 
bezüglich der Aggregation von GvpJ mit weiteren Gasvesikelproteinen könnten die GFP-
Fusionen mit GvpH und GvpL dienen. Hier könnte überprüft werden, ob diese Fusionen mit 
GvpJ fluoreszierende Aggregate bilden. 
Untersuchungen mit GvpM-Mutanten deuten darauf hin, dass der N-terminale sowie der 
mittlere Teil des Proteins den funktionellen Bereich des Proteins bilden. Weiterhin scheinen 
vor allem hydrophobe Wechselwirkungen für die Funktion des Proteins von Bedeutung zu 
sein. Außerdem ist es wahrscheinlich, dass GvpM nicht an der Formgebung der Gasvesikel 
beteiligt ist. Um diese Aussagen zu unterstützen bzw. zu erweitern, müssen weitere GvpM-
Mutanten analysiert und ein dreidimensionales Strukturmodell von GvpM erstellt werden. 
Vielleicht wäre es über diese Analysen auch möglich, die Interaktionsstellen von GvpM mit 
anderen Gasvesikelproteinen zu identifizieren. 
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7. Anhang 
7.1. Abkürzungen 
A    Adenin 
Abb.    Abbildung 
Ak    Antikörper 
APS    Ammoniumpersulfat 
ATP    Adenosin-5'-triphosphat 
bp    Basenpaare 
BRE    transcription factor B recognition element  
BSA    Rinderserumalbumin 
bzw.    beziehungsweise 
c    Konzentration 
C    Cytosin in Nukleinsäuresequenzen, Cystein in   
    Aminosäuresequenzen 
C-Terminus   Ende eines Proteins oder Polypeptids mit einer freien  
    Carboxylgruppe 
CTP    Cytosin-5'-triphosphat 
°C    Grad Celsius 
D    Asparaginsäure in Aminosäuresequenzen 
Da    Dalton 
ddH2O    Doppelt deionisiertes Wasser 
DIG    Digoxygenin 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNase    Desoxyribonuklease 
dNTP    Desoxynukleotidtriphosphat 
E    Glutaminsäure in Aminosäuresequenzen 
EDTA    Ethylen Diamin Tetra Essigsäure 
ex    Expression unter der Kontrolle des fdx-Promotors in pJAS35 
et al.    und andere 
fdx    Ferredoxin-Gen 
g    Gramm 
G    Guanin in Nukleinsäuresequenzen, Glycin in   
    Aminosäuresequenzen 
GTP    Guanosin-5'-triphosphat 
gvp    gas vesicle protein-Gen 
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Gvp    gas vesicle protein 
h    Stunde 
Hbt.    Halobacterium 
Hfx.    Haloferax 
I    Isoleucin in Aminosäuresequenzen 
IPTG    Isopropyl-b-D-thiogalaktosid 
K    Lysin in Aminosäuresequenzen 
kb    Kilobasen 
kDa    Kilodalton 
l    Liter 
L    Leucin in Aminosäuresequenzen 
m    mili 
M    Molar, Methionin in Aminosäuresequenzen 
µ    micro 
mg    Miligramm 
min    Minute 
µl    Mikroliter 
mM    milimolar 
µm    Mikrometer 
mRNA    Boten (messenger) Ribonukleinsäure 
mU    mili Unit 
Mut    gentechnisch verändertes Gen oder Protein 
n    nano 
N    Asparagin in Aminosäuresequenzen 
N-Terminus   Ende eines Proteins oder Polypeptids mit freier Aminogruppe 
NaCl    Natriumchlorid 
nm    Nanometer 
nt    Nukleotide 
NTA    Nitrilotriessigsäure 
OD    optische Dichte 
P    Prolin in Aminosäuresequenzen 
PAGE    Poly-Acrylamid Gel-Elektrophorese 
PCR    Polymerasekettenreaktion 
PEG    Polyethylenglykol 
pH    negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 
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R    Arginin in Aminosäuresequenzen, Adenin oder Guanin in  
    Nukleinsäuresequenzen 
RNA    Ribonukleinsäure 
rRNA    ribosomale Nukleinsäure 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
sec    Sekunde 
SSC    Sodium Saline Citrat 
T    Thymin in Nukleinsäuresequenzen, Threonin in   
    Aminosäuresequenzen 
 
TBP    TATA-Box-Bindeprotein 
TEMED   Tetra-methyl-ethylen-diamin 
TFB    Transkriptionsfaktor B 
Tris    Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan 
U    Unit 
rpm    rounds per minute 
V    Volt, Valin in Aminosäuresequenzen 
Vac    Gasvesikelphänotyp 
v/v    Volumen pro Volumen 
VM    Vollmedium 
w/v    Gewicht pro Volumen 
W    Adenin oder Thymin in Nukleinsäuresequenzen 
WT    Wildtyp 
Y    Thyrosin in Aminosäuresequenzen, Cytosin oder Thymin 
z. B.    zum Beispiel 
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